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Le gène de l’entérotoxine thermostable b (estB) d’Escherichia coli a été 
fusionné au gène de la protéine liant le maltose (malE) dans le vecteur 
pMAL-p via PCR. Par la suite, deux constructions plasmidiques ont été 
realisées à partir de ce nouveau vecteur, nommé pMAL-STb. Dans un premier 
temps, un marqueur hexahistidine (His6) a été ajouté entre malE et estB, et 
dans un deuxième temps, un marqueur décahistidine (His10) a été placé en 
amont de malE. La séquence signal de la protéine liant le maltose (MBP) 
dirige l’exportation de la protéine de fusion du cytoplasme vers le périplasme, 
où l’entérotoxine STb acquière sa conformation active. MBP est également 
reconnue pour améliorer le rendement et la solubilité de la protéine passagère 
tandis que le marqueur histidine, connu comme étant le meilleur marqueur 
d’affinité pour la purification protéique, facilite sa purification jusqu’à 
homogénéité. De plus, les gènes fusionnés sont sous le contrôle du promoteur 
tac (Ptac), un promoteur fort et inductible. Suite à l’induction par l’IPTG, la 
souche recombinante exprime une protéine d’environ 48 kDa, qui est 
facilement identifiable par électrophorèse à partir du surnageant obtenu via 
choc osmotique. Une séquence encodant un site de clivage spécifique au 
facteur Xa est présente dans le plasmide afin de séparer les marqueurs MBP et 
histidine de STb. Le clivage de la protéine de fusion avec le facteur Xa libère 
MBP (42 kDa) attachée au marqueur histidine et un polypeptide de 5.2 kDa, 
correspondant au poids moléculaire de STb mature. Avec cette méthode, nous 
visons à obtenir une méthode plus efficace pour la production et la 
purification de STb. 
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The heat-stable enterotoxin b gene (estB) of Escherichia coli was fused 
to the gene for maltose-binding protein (malE) into the pMAL-p vector using 
PCR. Afterward, two plasmid constructs were realized from this new vector, 
named pMAL-STb. Firstly, a hexahistidine tag (His6) was added between 
malE and estB and secondly, a decahistidine tag (His10) was placed upstream 
of malE. The signal sequence of maltose-binding protein (MBP) directs the 
export of the fusion protein from the cytoplasm to the periplasm, where the 
enterotoxin STb acquires its active conformation. MBP is also known to 
improve the yield and solubility of the passenger protein while the histidine 
tag, viewed as the best affinity tag for protein purification, facilitates its 
purification to homogeneity. Furthermore, the fused genes are controlled by 
the tac promoter (Ptac), a strong inducible promoter. Following IPTG 
induction, the recombinant strain expressed a protein of approximately 48 
kDa, which is easily identified from osmotic shock fluid following 
electrophoresis. A sequence encoding a factor Xa cleavage site is present in 
the plasmid to separate MBP and histidine tags from STb. The cleavage of the 
fusion protein with factor Xa generates the maltose-binding protein (42 kDa) 
attached to the histidine tag and a polypeptide of 5.2 kDa, corresponding to 
the molecular mass of mature STb.  With this method, we aim at obtaining a 
more efficient way to produce and purify STb. 
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Escherichia coli est une entérobactérie découverte en 1885 par Theodor Escherich 
dans des selles de nourrisson (Escherich, 1885). Il s’agit d’un coliforme fécal, 
généralement commensal mais quelques fois pathogène (Lim & al., 2010). Les E. coli 
pathogènes entrainent quatre différents syndromes cliniques : des maladies entériques, des 
infections urinaires, des septicémies et des méningites. Ainsi, deux pathotypes sont la 
cause d’infections extra-intestinales et six pathotypes sont responsables d’infections 
intestinales (Nataro & Kaper, 1998).  
Les E. coli entérotoxinogènes (ETEC) sont impliquées dans des pathologies chez 
divers êtres vivants. Chez l’Homme, elles sont impliquées dans des diarrhées infantiles et 
des diarrhées du voyageur alors que chez les animaux, notamment chez le porc, elles 
provoquent des diarrhées aqueuses chez les porcelets nouveau-nés et sevrés (Kaper & al., 
2004 ; Nagy & Fekete, 2005). Ces infections entraînent la perte annuelle de cinq millions 
de porcelets dans le monde ce qui représentent 50% des dix millions de porcelets qui 
meurent annuellement (Gyles, 1994 ; Kovšca Janjatović & al., 2009). Une étude réalisée  
aux Etats-Unis a démontré que 72,6% des isolats d’ETEC isolées de porcelets diarrhéiques 
présentaient le gène estB, codant pour l’entérotoxine thermostable b (STb), suggérant 
l’importance du rôle de STb dans la pathogenèse des ETEC (Francis, 2002 ; Zhang & al., 
2007).  
STb est une entérotoxine thermostable monomérique de faible poids moléculaire 
encodée par le gène estB retrouvé dans différents plasmides (Fekete & al., 2003 ; Dubreuil 
& al., 2014). Ce peptide de 48 acides aminés contient plusieurs cystéines afin de permettre 
la formation des deux ponts disulfures nécessaires à son activité biologique (Okamoto & 
al., 1993 ; Arriaga & al., 1995). Ainsi, sous sa forme active, STb se fixe au sulfatide à la 
surface des entérocytes puis une cascade d’événements entraîne la sortie d’ions et 
d’électrolytes dans la lumière intestinale provoquant des diarrhées aqueuses (Rousset & al., 
1998a&b ; Dubreuil, 2012).  
Cependant, de nombreuses études sur le mode d’action de STb ont été freinées par 
la faible quantité de toxine produite par les souches sauvages, le gène estB étant régulé par 
un promoteur faible. Les chercheurs ont alors tenté de construire différentes protéines de 
fusion à partir du gène estB afin de produire davantage de STb (Spandau & Lee, 1987 ; 
Handl & al., 1988 ; Lawrence & al., 1990 ; Urban & al., 1990 a&b). En 1993, le groupe de 
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Bossé & al. a alors présenté une protéine de fusion dans laquelle était fusionnée le gène 
estB et le gène malE, codant pour la protéine liant le maltose (MBP), contrôlés par le 
promoteur fort et inductible PTac. La fraction MBP permettait alors de solubiliser la 
protéine de fusion et de transporter cette dernière du cytoplasme au périplasme d’E. coli où 
les ponts disulfures de la fraction STb étaient formés afin de lui conférer sa conformation 
biologiquement active (Bossé & al., 1993 ; Nallamsetty & al., 2005). Toutefois, une 
importante quantité de la protéine de fusion était perdue lors de l’étape de purification par 
chromatographie d’affinité sur colonne d’amylose. En effet, MBP s’est avérée être une 
protéine avec un faible potentiel pour la purification due à sa faible affinité pour son 
ligand, l’amylose (Handl & al., 1993). Ainsi, ce mémoire porte sur l’étude d’un nouveau 
clone et d’une nouvelle méthode dans le but d’améliorer la production et la purification de 
STb via la construction d’une nouvelle protéine de fusion à partir du gène estB, combinant 
les marqueurs MBP et histidine, un marqueur à fort potentiel pour la purification grâce à sa 
forte affinité pour une matrice d’ions métalliques immobilisés, ici des ions Ni2+ 
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1 Escherichia coli 	
1.1 Généralités 	
 Découverte dans des selles de nourrissons par Théodore Escherich en 1885, 
Escherichia coli est une bactérie anaérobie facultative à Gram négatif et à flagelles 












Figure 1 : Image de microscopie électronique à balayage montrant E. coli.  
(Réalisée par Shirley Owens, Center for Electron Optic, MSU, USA) 
 
 E. coli est une bactérie commensale commune de la flore intestinale, elle s’établit 
dans le tractus digestif des animaux à sang chaud en bonne santé au cours des premières 
heures suivant la naissance (Drasar & Hill, 1974) ; chez les mammifères, sa niche se trouve 
dans la couche de mucus du côlon. Elle entre alors en compétition avec d’autres bactéries 
prévenant ainsi la colonisation par des pathogènes. Cependant, les mécanismes par lesquels 
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E. coli parvient à coloniser l’intestin ne sont pas encore bien caractérisés (Kaper & al., 
2004).  
 
 Par ailleurs, il s’est avéré que E. coli n’était pas qu’un commensal, mais aussi un 
agent pathogène. En effet, certaines souches se sont adaptées par acquisition de facteurs de 
virulence conférant la capacité de coloniser de nouvelles niches tout en causant différentes 
pathologies (Lim & al., 2010). 
 
1.2 Classification des E. coli pathogènes 	
 Les facteurs de virulence sont souvent localisés sur des éléments génétiques 
mobiles tels que les plasmides, les transposons et les phages mais ils peuvent aussi être 
situés sur l’ADN chromosomique, appelé îlot de pathogénicité, provenant  d’autres 
bactéries par un transfert horizontal ou vertical de gènes. Il peut de ce fait exister 
différentes combinaisons de facteurs de virulence conduisant à divers pathotypes (Lim & 
al., 2010). Les E. coli pathogènes engendrent quatre syndromes cliniques généraux : des 
maladies entériques, des infections urinaires, des septicémies et des méningites. Ainsi, il y 
a six pathotypes responsables d’infections intestinales : les E. coli entéropathogènes 
(EPEC), entérohémorragiques (EHEC), entéroagrégatives (EAEC), entéroinvasives 
(EIEC), à adhérence diffuse (DAEC) et entérotoxinogènes (ETEC), puis deux pathotypes 
responsables d’infections extra-intestinales (ExPEC) ; les E. coli responsables des 
septicémies et des méningites (MNEC) et les E. coli responsables des infections urinaires 
(UPEC) (Nataro & Kaper, 1998). Les différentes souches d’E. coli pathogènes sont 
caractérisées par la présence d’antigènes lipopolysaccharidiques (O), flagellaires (H) et 
capsulaires (K) (Lior, 1996) conférant un sérotype (définis par la combinaison des 
antigènes O et H) ou un sérogroupe (défini par l’antigène O seulement) particulier (Nataro 
& Kaper, 1998). Au total, il y a 174 antigènes O et 53 antigènes H décrits pour le moment. 
L’antigène K n’est plus déterminé de routine alors que l’antigène fimbriale (F) est de plus 
en plus utilisé, particulièrement pour les souches ETEC d’origine animale (Gyles & 




 La pathogenèse des souches virulentes d’E. coli se traduit par l’adhérence au site 
mucosal, la colonisation de la muqueuse, l’évasion du système immunitaire, la 
multiplication de la souche virulente et les dommages à l’hôte (Nataro & Kaper, 1998). 
 
1.2.1 Les EPEC 	
 Les E. coli entéropathogènes furent les premières souches connues d’E. coli 
impliquées dans des cas de diarrhée chez l’Homme dans les années 1940-1950. Depuis, ce 
pathotype est devenu l’une des causes majeures de gastroentérites infantiles dans les pays 
en développement (Chen & Frankel, 2005). L’adhérence à la muqueuse intestinale est une 
étape essentielle à la pathogenèse des EPEC. Elle se produit via l’attachement à certains 
endroits de la cellule (LA - Localized Adherence) via le fimbriae BFP (Bundle-Forming 
Pilus) codé par le gène bfpA, porté par un plasmide EAF (EPEC Adherence Factor) 
(Donnenberg & al., 1992). Les lésions histopathologiques associées sont dites attachantes 
et effaçantes  (AE - Attaching and Effacing). Elles sont caractérisées par la destruction des 
microvillosités de la bordure en brosse de l’épithélium du jéjunum puis par le 
réarrangement du cytosquelette des cellules épithéliales intestinales formant un piédestal 
(Moon & al., 1983). Elles sont le résultat de l’expression de plusieurs gènes de virulence 
localisés sur une région chromosomique de 35 kb appelée LEE (Locus of Enterocyte 
Effacement) encodant un système de sécrétion de type III, l’intimine, des chaperones, des 
adhésines, des protéines régulatrices et effectrices. Cette région chromosomique est 
également présente chez les EHEC (Nataro & Kaper, 1998). 
 
1.2.2 Les EHEC 	
 Les premières souches pathogènes d’E. coli entérohémorragiques furent isolées 
dans les années 1980 suite à des cas de colites hémorragiques associés à la consommation 
d’hamburgers insuffisamment cuits. Des cultures de selles de ces patients révélèrent la 
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présence de la souche E. coli O157:H7 (Riley & al., 1983). Ce pathotype entraine ainsi des 
diarrhées aqueuses rapidement suivies de diarrhées sanglantes, aussi appelées colites 
hémorragiques, et parfois du syndrome hémolytique urémique, caractérisé par une anémie, 
une thrombocytopénie et une insuffisance rénale aiguë potentiellement fatale (Kaper & al., 
2004). Ce pathotype produit les vérocytotoxines VT1 et VT2, aussi appelées shiga-like 
toxines Stx-1 et Stx-2 et codées respectivement par stx1 et stx2 (Calderwood & al., 1996), 
ainsi qu’une hémolysine de la famille des RTX (Repeats in ToXin), appelée EHEC 
hémolysine (Ehly) mais aussi EHEC toxine (Ehx) et codée par le gène ehlyA (Bauer & al., 
1996 ; Reid & al., 2000). Un phage possède les gènes codant pour les vérocytotoxines 
alors que des plasmides portent les gènes codant pour l’hémolysine (Nataro & Kaper, 
1998) et des adhésines, telles que ToxB, essentielles à la colonisation de la muqueuse 
épithéliale de l’intestin (Gomes & al., 2011). Il existe deux types de facteurs de virulence 
clés associés aux complications. D’abord les vérocytotoxines, elles entraînent l’apoptose 
des cellules épithéliales du côlon provoquant les colites hémorragiques puis elles circulent 
dans le sang jusqu’aux reins où elles endommagent les cellules endothéliales pouvant 
engendrer le syndrome hémolytique urémique. Puis les produits du LEE, comme 
l’intimine, codée par le gène eae, il s’agit d’une protéine critique pour l’adhésion des 
bactéries aux entérocytes via la formation de lésions attachantes et effaçantes (Donnenberg 
& al., 1993 ; Kaper & al., 2004). 
 
1.2.3 Les EAEC 	
 Les E. coli entéroagrégatives sont reconnues comme étant la cause de diarrhées 
aqueuses, souvent persistantes et parfois inflammatoires, chez les enfants et les adultes 
aussi bien dans les pays industrialisés que dans les pays en développement (Kaper & al., 
2004). Ce pathotype est caractérisé par l’adhérence agrégative des bactéries à la surface 
des cellules épithéliales par des fimbriae AAF (Aggregative Adherence Fimbriae I, II et 
III) formant une structure semblable à des briques empilées (Bernier & al., 2002 ; 
Czeczulin, 1997 ; Nataro, 1992). Les EAEC adhèrent alors aux cellules du côlon, 
envahissent le côlon puis y sécrètent des entérotoxines et des cytotoxines telles que Pet 
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(Plasmid-encoded toxin), ShET1 (Shigella EnteroToxin 1) et EAST1 (EnteroAggregative 
heat Stable Toxin 1) ainsi que d’autres facteurs de virulence capables de stimuler la 
sécrétion de mucus dans l’intestin comme Pic (Protein involved in colonization) (Navarro-
Garcia & Elias, 2011). Ce mucus retient les bactéries d’où la formation d’un 
biofilm bactéries-mucus (Tziporo & al., 1992). Il a été démontré que Pet entraînent le 
remodelage  du cytosquelette induisant des effets cytotoxiques sur les cellules épithéliales 
intestinales alors que ShET1 et EAST1 engendrent la sécrétion d’ions par les entérocytes 
menant aux diarrhées (Kaper & al., 2004). 
 
1.2.4 Les EIEC 	
 Les E. coli entéroinvasives sont biochimiquement, génétiquement et 
pathologiquement étroitement liées à Shigella spp. Ainsi, ce pathotype peut entraîner la 
dysenterie ainsi que des colites inflammatoires suite à l’invasion de la muqueuse intestinale 
par les bactéries. Cependant, dans la plupart des cas il cause principalement des diarrhées 
aqueuses (Nataro & Kaper, 1998). La pathogenèse des EIEC est similaire à la pathogenèse 
de Shigella spp. avec d’abord l’adhérence de la bactérie aux cellules épithéliales du côlon 
via une adhésine afimbriale hémagglutinante HAF (HemAgglutinating Factor) (Simi & al., 
2002), l’invasion des cellules via des vacuoles endocytiques menant à l’inflammation et à 
l’ulcération de la muqueuse puis multiplication et extension aux cellules adjacentes (Nataro 
& Kaper, 1998 ; Sansonetti, 1992). L’invasion de la muqueuse intestinale est médiée par 
un plasmide de 213 kb portant les gènes requis, notamment un système de sécrétion de 
type III encodé par les gènes mxi et spa capable de sécréter les protéines IpaA, IpaB, IpaC 
et IpgD médiant la signalisation intracellulaire, la formation de pores, le réarrangement du 
cytosquelette d’actine, l’internalisation et la lyse des vacuoles endocytaires (Tran Van 
Nhieu & al., 2000 ; Kaper & al., 2004), ainsi que de nombreuses protéines membranaires, 
comme l’autotransporteur IcsA engendrant la réorganisation des filaments d’actine pour 





1.2.5 Les DAEC 	
 Les E. coli à adhérence diffuse sont impliquées dans des cas de diarrhées aqueuses 
infantiles qui touchent principalement les enfants de moins de 12 mois (Kaper & al., 2004). 
Ce pathotype est caractérisé par l’adhérence diffuse des bactéries sur toute la surface de la 
cellule (DA – Diffuse Adherence) médiée notamment par des adhésines afimbriaires 
(AfaE-I et AfaE-III) et fimbriaires (F1845 et Dr), codées par les opérons afa/dra/daa et 
capables de lier DAF (Decay-Accelerating Factor). Cette liaison entraîne le démantèlement 
du réseau d’actine des cellules épithéliales intestinales provoquant l’élongation des 
microvilli et la redistribution des protéines du cytosquelette (Le Bouguénec & Servin, 
2006). De plus, les gènes aah et aidA sont nécessaires pour une parfaite adhérence. Ils 
encodent AIDA-I (Adhesin Involved in Diffuse Adherence I), un autotransporteur médiant 
l’attachement spécifique de la bactérie à une cellule cible via une glycoprotéine cellulaire 
de 119 kDa (Laarman & al., 2003). La souche possédant cette adhésine a été isolée suite à 
un cas de diarrhée infantile mais il a été démontré qu’elle est rarement impliquée dans des 
cas de diarrhée chez les humains et qu’elle est plutôt impliquée dans les cas de diarrhée 















2 Les ETEC 	
2.1 Généralités 	
 Les E. coli entérotoxinogènes sont impliquées principalement dans des cas de 
diarrhées aqueuses infantiles et de diarrhées du voyageur dans les pays en voie de 
développement où les conditions d’hygiène sont inappropriées (Kaper & al., 2004). De 
plus, les adultes n’ayant jamais été en contact avec ce pathotype peuvent aussi être 
sensibles aux infections dont les principales sources sont l’eau et la nourriture contaminées 
(Nataro & Kaper, 1998).  
 Néanmoins, l’humain n’est pas l’unique cible des ETEC, en effet les infections 
par les ETEC entrainent également des diarrhées et même la mort chez les animaux 
d’élevage nouveau-nés et sevrés, tels que les veaux et les porcelets (Jacks & al., 1980). 
Ainsi, l’industrie agroalimentaire mondiale subit de lourdes pertes économiques dues aux 
infections causées par ce pathotype (Zanello & al., 2011). En effet, les ETEC sont 
responsables de diarrhées sévères chez les animaux, principalement chez les veaux et les 
porcs, mais aussi chez les lapins et les agneaux (Smith & Halls, 1967). Ainsi, les ETEC 
sont la cause de la plupart des diarrhées chez les porcs, aussi bien nouveau-nés que sevrés, 
responsables de pertes économiques dues à l’augmentation des taux de morbidité et de 
mortalité, à la diminution du taux de croissance et à l’utilisation des médicaments (Nagy & 




Il a été rapporté que les ETEC sont responsables de la mort de 10,8% des porcelets 
nouveau-nés et 1,5 à 2% des porcelets sevrés (Tubbs & al., 1993 ; Hampson, 1994). Au 
cours des dernières années, l’incidence des diarrhées néonatales a été réduite grâce au 
développement de vaccins. Cependant, les diarrhées post-sevrages continuent d’entrainer 
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d’importantes pertes économiques dans l’industrie porcine Nord-Américaine. Ainsi, dans 
une portée, 20 à 50%  des porcelés sevrés peuvent être atteints de diarrhées post-sevrages,  
généralement la mortalité ne dépasse pas 10% (Taylor, 1999), mais si aucun traitement 
n’est administré, la mortalité peut atteindre jusqu’à 25% (Fairbrother & Gyles, 2012). De 
ce fait, les ETEC engendrent la mort de cinq millions de porcelet par année dans le monde 
(Kovšca Janjatović & al., 2009), soit 50% des dix millions de porcelets qui meurent 
annuellement (Gyles, 1994). 
 
2.3 Pathogenèse 	
 D’abord, les bactéries sont ingérées par l’animal puis elles suivent le tube digestif 
pour atteindre le tractus gastro-intestinal. Les bactéries colonisent alors la muqueuse du 
jéjunum et/ou de l’iléon grâce à leurs facteurs de colonisation CF (Colonization Factors) 
capables de se lier à la surface des entérocytes (Knutton & al., 1985) . Les bactéries 
peuvent ensuite produire une ou plusieurs toxines qui agissent sur ces entérocytes afin de 
provoquer une fuite hydroélectrolytique dans la lumière intestinale entraînant dès lors des 
diarrhées. Ces diarrhées mènent à la déshydratation ainsi qu’à la perte de poids et parfois 
même, à la mort de l’animal (Fairbrother & al., 2005). 
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Figure 2 : La pathogenèse des ETEC chez le porc. 
1. Les bactéries pathogènes sont ingérées par les animaux 2. Ces bactéries possèdent des 
adhésines fimbriaires qui permettent l’adhésion aux cellules épithéliales de l’intestin et la 
colonisation du jéjunum et/ou de l’iléon. 3. Les bactéries produisent des entérotoxines 
provoquant la perte d’eau et d’électrolyte dans la lumière intestinale. 4. Une 
déshydratation, une perte de poids et/ou la mort de l’animal s’ensuivent. (Tirée de 
www.ecl-lab.com) 
	
2.4 Facteurs de virulence associés aux ETEC 	
 Plusieurs facteurs de virulence interviennent dans la pathogenèse des ETEC tels 
que les adhésines, importantes pour la colonisation de la muqueuse intestinale, et les 
entérotoxines thermolabiles (LT) et/ou thermostables (ST), à l’origine des diarrhées 
aqueuses. La plupart des gènes de virulence des ETEC sont localisés sur des plasmides 
(Johnson & Nolan, 2009). Ainsi, le gène pour l’entérotoxine STa (heat-Stable enteroToxin 
a) se trouve sur le transposon Tn1681 alors que le gène pour l’entérotoxine STb (heat-
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Stable enteroToxin b) se trouve sur le transposon Tn4521. Plusieurs gènes de virulence 
peuvent alors se trouver dans une même souche et sur un même plasmide. Fekete & al. ont 
démontré que les gènes codant pour STa et STb se situaient sur un fragment de 10 kb ou 
9872 pb, appelé TSL (Toxin-Specific Locus), localisé sur un plasmide de 120 kb (pTC) 
isolé de la souche ETEC 2173 provenant du petit intestin d’un porc sevré, mort à la suite 
de diarrhée post-sevrage. Un fragment de 40 kb contenant l’origine de réplication du 
plasmide ainsi que le TSL présentait à ses extrémités des éléments d’insertion IS (Insertion 
Sequence) indiquant l’existence d’un ilot de pathogénicité (PAI I2173) de 40 kb dans la 
souche ETEC 2173 porcine (Fekete & al., 2003). 
 
2.4.1 Adhésines 	
 Les adhésines sont des structures protéiques situées au niveau de la membrane 
externe des cellules bactériennes. Elles permettent aux ETEC de  coloniser la muqueuse du 
petit intestin en médiant l’attachement aux microvillosités des cellules épithéliales (Nagy 
& Fekete, 1999). La majorité des adhésines retrouvées chez les souches ETEC porcines, 
bovines et ovines sont fimbriales. Il est alors possible de rencontrer F4 (K88), F5 (K99), F6 
(987P), F41 et F18 chez les souches porcines et F5 (K99), F41 et F17 chez les souches 
bovines et ovines (Gyles & Fairbrother, 2010). Le fimbriae F4 est le plus fréquemment 
retrouvé chez les souches ETEC causant des diarrhées chez les porcelets nouveau-nés, 
allaités et sevrés, alors que les fimbriae F5, F6 et F41 sont associés aux souches 
provoquant des diarrhées néonatales chez les porcs nouveau-nés tandis que le fimbriae F18 
est retrouvé chez les souches causant des diarrhées post-sevrages chez des porcs sevrés 
(Melkebeek & al., 2013). En effet, les récepteurs des fimbriae F18 ne sont pas présents 
chez les porcs nouveau-nés, les souches avec le fimbriae F18  provoquent donc des 
diarrhées uniquement chez les porcs sevrés alors que les récepteurs des fimbriae F4 sont 
présents aussi bien chez les porcs nouveau-nés que chez les porcs sevrés, ainsi les souches 
ayant le fimbriae F4 entrainent des diarrhées chez les porcs nouveau-nés et chez les porcs 
sevrés (Nagy & al., 1992). Ainsi, F4 et F18 ont été identifiés dans 92.7% des souches 
ETEC isolées à partir de porc souffrant de diarrhées post-sevrages et/ou de la maladie de 
l’œdème (Frydendahl, 2002). Les souches ETEC produisant les fimbriae F4 et F18 sont 
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donc fréquemment associées au cas de diarrhées chez le porc (Francis, 2002). Certains 
fimbriae expriment plusieurs variants, comme F18 avec F18ab et F18ac ainsi que F4 avec 
F4ab, F4ac et F4ad (Francis, 2002). Ces différences antigéniques sont causées par quelques 
changements au niveau des acides aminés (Coddens & al., 2011 ; DebRoy & al., 2009). 
Chaque variant antigénique procure un attachement spécifique à la souche (Francis & al., 
1999 ; Gyles & Fairbrother, 2010).  
 
 De plus, il existe des adhésines afimbriales, telles que AIDA-I, un 
autotransporteur monomérique de la famille des SAAT (Self-Associating 
AutoTransporters). AIDA-I est à l’origine de l’adhérence à différentes surfaces ainsi qu’à 
l’agrégation des bactéries contribuant à la formation de biofilm (Benz & Schmidt, 1999 ; 
Côté & al., 2012). Cet autotransporteur joue également un rôle dans la colonisation de la 
muqueuse intestinale par les ETEC (Ravi, 2007). À l’origine, AIDA-I fut découverte dans 
une souche DAEC (Benz & al., 1992), puis par la suite dans d’autres pathotypes, tels que 
les ETEC, où elle est associée à STb ou encore les STEC (Shiga Toxin-producing E. coli) 
où elle est associée à Stx2 et F18 (Côté & al., 2012). L’autotransporteur fut alors détecté 
dans 40,9% et 7,5% des souches ETEC isolées à partir de porcs souffrant de diarrhées post-
sevrages ou de la maladie de l’œdème, en Allemagne (Niewerth & al., 2001) et en Corée 
(Ha & al., 2003), respectivement. 
 
2.4.2 Entérotoxines 	
 Les entérotoxines produites par les ETEC sont classées en deux catégories, les 
toxines thermolabiles de poids moléculaire élevé, et les toxines thermostables de poids 
moléculaire faible (Sears & Kaper, 1996) ; EAST1 étant aussi une entérotoxine 
thermostable de faible poids moléculaire retrouvée chez les ETEC (Yamamoto & al., 





2.4.2.1 L’entérotoxine thermolabile 	
2.4.2.1.1 Généralités 	
 Les toxines thermolabiles (LT) sont un groupe d’entérotoxines de hauts poids 
moléculaires (Dubreuil, 2014) qui tiennent leur nom du fait qu’elles sont détruites après 30 
minutes à 60°C (Jay & al., 2005). Elles sont codées par les gènes elt ou etx portés par des 
plasmides souvent capables de coder pour d’autres facteurs de virulence tels que ST ou 
certains CF (Nataro & Kaper, 1998). Elles sont structurellement et biologiquement 
apparentées à la toxine cholérique (CT), exprimée par Vibrio cholerae, avec 77,9% 
d’homologie au niveau nucléotidique et 78,8% au niveau des acides aminés (Yamamoto & 
al., 1984). Il s’agit de toxines oligomériques de 86 kDa composées d’une sous-unité A de 
28 kDa, responsable de l’activité enzymatique, liée de façon non covalente à cinq sous-
unités B de 11,5 kDa, responsables de l’attachement aux récepteurs gangliosides présents à 
la surface des entérocytes (Smith & Fratamico, 2005). Les sous-unités B forment un 
anneau où chaque monomère contient une hélice α. Le domaine A2 est lié de façon 
covalente via un pont disulfure au domaine A1, la sous-unité A est insérée dans le canal 
formé par les sous-unités B connectant ainsi A et B (Holmes & al., 1995). Les LT se fixent 
ainsi à des récepteurs gangliosides, puis sont internalisées dans des vésicules endocytiques 
pour être transportées par transport rétrograde vers l’appareil de Golgi et le réticulum 
endoplasmique. La sous-unité A est alors clivée en deux domaines A1 et A2. A1 est alors 
transportée vers la membrane basolatérale pour permettre la ribosylation de la sous-unité α 
de la protéine G, menant à l’activation de l’adénylate cyclase (AC) et à la production 
d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) par cette dernière. Par la suite, un certain 
niveau d’AMPc active la protéine kinase A (PKA) qui phosphoryle le CFTR (Cystic 
Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) localisé dans la membrane apicale ainsi 
qu’un échangeur Na+/H+. Cette phosphorylation induit la sortie d’eau, d’ions chlorures et 
bicarbonates dans la lumière intestinale et inhibe l’entrée d’ions sodium dans les cellules 




















Figure 3 : Mécanisme d’action de LT. 
1. LT-I se lie au récepteur GM1 via les sous-unités B. 2. L’holotoxine est internalisée dans 
des vésicules. 3. Par transport rétrograde, les vésicules  se ridigent vers l’appareil de Golgi 
et le réticulum endoplasmique. 4. L’holotoxine est désassemblée dans l’appareil de Golgi 
pour permettre à la sous-unité A d’être transloquée dans le réticulum endoplasmique. 5. 
Dans le réticulum endoplasmique, la sous-unité A est clivée en deux domaines : A1, 
capable de ribosyler une protéine G, et A2, capable de lier la sous-unité B. 6. A1 ribosyle 
la sous-unité α d’une protéine G régulatrice résultant en l’activation de l’AC impliquée 
dans la production d’AMPc. 7. L’accumulation de ce dernier dans le cytoplasme entraine 
l’activation d’une PKA. 8. PKA phosphoryle le CFTR et l’échangeur Na+/H+. 9. Il y a 
alors induction de la sortie d’eau, d’ions chlorure et bicarbonate dans la lumière intestinale 





 Ainsi, il est possible de distinguer deux sérogroupes, LT-I et LT-II (Holmes & al., 
1995), dont la sous-unité A est identique de 55 à 57% (Pickett & al., 1989) tandis que les 
sous-unités B n’ont pas de similarité significative. LT-I est aussi bien produite par les 
souches ETEC humaines que par les souches ETEC animales alors que LT-II est 
principalement retrouvées chez les souches ETEC animales et rarement chez les souches 
ETEC humaines (Nataro & Kaper, 1998). De même, pour LT-II, il est possible de 
distinguer deux variants antigéniques LT-IIa et LT-IIb, dont la sous-unité A est similaire à 
71% et les sous-unités B à 66% (Pickett & al., 1989). Ainsi, LT-I, LT-IIa et LT-IIb 
présentent des propriétés adjuvantes distinctes. Cette distinction reflète des différences au 
niveau de la liaison aux récepteurs gangliosides (Hajishengallis & al., 2004). En effet, LT-I 
lie avec une grande affinité le récepteur ganglioside GM1 mais avec une faible affinité 
GD1b, GD2 et GM2 (Teneberg & al., 1994) alors que LT-IIa lie fortement GD1b et 
faiblement GD1a et GM1, et LT-IIb lie fortement GD1a et faiblement GD1b et GM1 
(Fukuta & al., 1988). 
 
2.4.2.2 Les entérotoxines thermostables  	
2.4.2.2.1 Généralités 	
 Les toxines thermostables sont un groupe d’entérotoxines monomériques de faible 
poids moléculaire qui tiennent leur nom du fait qu’elles ne sont pas détruites après 15 
minutes à 100°C (Jay & al., 2004). Chacune contient plusieurs cystéines permettant la 
formation de ponts disulfures (Sukumar & al., 1995 ; Sato & Shimonishi, 2004 ; Dubreuil, 
2014) essentiels à l’intégrité structurelle et biologique. Chez les ETEC, trois toxines 
thermostables ont été décrites ; STa, STb et EAST1. STa est plutôt associée à des diarrhées 
chez les humains tandis que STb est  principalement liée aux diarrhées chez les animaux, 
particulièrement chez les porcs (Dubreuil, 2014). Quant à EAST1, elle est majoritairement 
la cause de diarrhée chez les humains mais elle a déjà été associée à des cas chez les 





 STa est une petite toxine d’environ 2 kDa (Nataro & Kaper, 1998 ; Dubreuil, 
2014) produite par les ETEC mais aussi d’autres bactéries Gram négatif telles que Yersinia 
enterocolitica, Vibrio cholerae et Citrobacter freundii (Nataro & Kaper, 1998 ; Dubreuil, 
2006 ; Dubreuil, 2014). Elle se différencie de STb principalement par sa solubilité dans le 
méthanol (Parija, 2009). Elle est produite sous la forme d’un précurseur pré-STa de 72 
acides aminés codé par le gène estA porté par le transposon Tn1681 retrouvé sur différents 
plasmides (Fekete & al., 2003). Lorsque le précurseur pré-STa de 72 acides aminés 
traverse la membrane interne pour rejoindre le périplasme, il est clivé entre les acides 
aminés 9 et 20 par une peptidase. Lorsque le peptide pro-STa de 53 acides aminés traverse 
la membrane externe pour être sécrété dans le milieu, il est à nouveau clivé par une 
protéase (Rasheed & al., 1990 ; Nataro & Kaper, 1998) pour donner la forme mature de 
STa de 18 ou 19 acides aminés, respectivement STaP ou STaH (Moseley & al., 1983). 
STaP est produite par des souches ETEC d’origine animale (bovine, ovine, porcine et 
canine) ainsi qu’humaine alors que STaH est produite uniquement par des souches ETEC 
d’origine humaine (Nataro & Kaper, 1998).  STa possède six cystéines qui permettent la 
formation de trois ponts disulfures aux positions 5 et 10, 6 et 14 puis 9 et 17 grâce à 
l’action de la disulfide oxydoréductase DsbA. Ces ponts disulfures sont importants pour 
maintenir la conformation fonctionnelle et permettre l’activité biologique de la toxine 
(Yamanaka & al., 1994). Une séquence de treize acides aminés de la cystéine amino-
terminale à la cystéine carboxy-terminale est essentielle pour l’activité toxique de la toxine 
(Dubreuil, 2014). Afin d’exprimer sa toxicité, STa se fixe à son récepteur ; la guanylate 
cyclase C (GC-C), présent sur la surface apicale des cellules épithéliales de l’intestin. La 
GC-C dégrade alors la guanosine triphosphate (GTP) en guanosine monophosphate 
cyclique (GMPc) ce qui entraine l’activation d’une protéine kinase GMPc-dépendante II 
(GMPcKII) qui phosphoryle un domaine du canal CFTR engendrant la sécrétion d’ions 
chlorure et bicarbonate dans la lumière intestinale (Sears & Kaper, 1996 ; Dubreuil, 2007, 
Dubreuil, 2012). En parallèle, l’élévation du niveau de GMPc intracellulaire inhibe la 
phosphodiestérase 3 (PDE3) ce qui engendre une augmentation du niveau d’AMPc menant 
à l’activation de PKA. PKA va alors phosphoryler le CFTR et un échangeur Na+/H+ pour 
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induire la sécrétion d’ions chlorure et bicarbonate et inhiber l’entrée d’ions sodium 
(Dubreuil, 2012). Etant donné que la GC-C est présente à la surface apicale et que l’AC est 
située au niveau de la surface basolatérale, STa provoque une sécrétion de fluides dans la 

















Figure 4 : Mécanisme d’action de STa.   
1. STa se lie au GC-C. 2. Cette liaison entraine la conversion de GTP en GMPc. 3. 
L’accumulation de ce dernier dans le cytoplasme induit l’activation de la GMPcKII 
capable de phosphoryler le CFTR. 4. La phosphorylation du CFTR entraine la sécrétion 
d’ions chlorure et bicarbonate dans la lumière intestinale. 5. En parallèle, l’accumulation 
de GMPc dans le cytoplasme inhibe la PDE3 ce qui engendre la production d’AMPc 
menant à l’activation de PKA. 6. PKA phosphoryle alors le CFTR et un échangeur Na+/H+ 





 EAST1 est une toxine de 4.1 kDa (Dubreuil, 2014) codée par le gène astA et 
produite principalement par les EAEC mais aussi par les ETEC, les EPEC, les EHEC 
(Nataro & Kaper, 1998) et d’autres entérobactéries telles que Salmonella et Klebsiella 
(Sousa & Dubreuil, 2006). Elle  est composée de 38 acides aminés dont quatre cystéines 
qui permettent la formation de deux ponts disulfures aux positions 17 et 27 puis 20 et 24 
(Veilleux & Dubreuil, 2006). De plus, elle partage 50% d’homologie avec le domaine 
entérotoxinogène de STa (Savarino & al., 1993). Une étude a démontré la présence du 
gène astA dans 31,3% des souches E. coli isolées de porcs souffrant de diarrhées ou de la 
maladie de l’œdème. Parmi ces isolats, 44,3% portaient uniquement le gène codant pour 
EAST1 et aucun gène codant pour des fimbriae ou des toxines (Choi & al., 2001). Ainsi 
certaines souches, sans aucun autre facteur de virulence connu, à part EAST1, ont pu être 
associées à des cas de diarrhées (Kawano & al., 1998). Par ailleurs, au sein des isolats, 
55,7% portaient le gène codant pour EAST1 en plus de gènes codant pour des fimbriae et 
d’autres toxines. Ainsi, il a été possible de constater que les souches E. coli exprimant 
EAST1 exprimaient fréquemment aussi la toxine STa et/ou le fimbriae F4 (Choi & al., 
2001). Cependant, son mécanisme d’action reste encore méconnu. Une étude évoque une 
hausse de la concentration de GMPc suite à une exposition des cellules à EAST1 appuyant 
l’hypothèse que la GMPc servirait de médiateur intracellulaire à EAST1 et que la GC-C 
serait un potentiel récepteur  pour la toxine (Savarino & al., 1993). Cependant, une autre 
équipe rapporte que EAST1 n’engendrerait pas d’augmentation de la concentration de 
GMPc suite à une exposition des cellules à EAST1 réfutant l’hypothèse émise 










 STb est une toxine de 5,2 kDa (Dubreuil, 2014) produite par les ETEC (Nataro & 
Kaper, 1998). Elle fut isolée et différenciée de STa pour la première fois en 1978 à partir 
de la souche E. coli porcine P16 (Burgess & al., 1978). En effet, contrairement à STa, STb 
est insoluble dans le méthanol (Parija, 2009). En effet, STb est retrouvée principalement 
chez les porcs (Dubreuil, 2014) mais il est aussi possible de la rencontrer chez les bovins 
(Mainil & al., 1986), les ovins et les lapins (Rose & al., 1987), les poulets (Akashi & al., 
1993), les chiens (Hammermueller & al., 1995), les chats (Beutin, 1999) et également chez 
l’Homme (Lortie & al., 1991 ; Okamoto & al., 1993). 
 
 D’un point de vue immunologique, STb est considérée comme étant peu 
immunogène. Afin de rendre la toxine plus immunogène, plusieurs injections de la toxine à 
un animal de laboratoire ont été réalisées, cependant les anticorps anti-STb produits 
n’étaient pas capables de neutraliser la toxicité de STb (Dubreuil & al., 1991). Par ailleurs, 
le couplage de la toxine à une protéine de fusion a permis de produire des anticorps anti-
STb capables de neutraliser la toxicité de la toxine (Dubreuil & al., 1996). Ces anticorps 
sont alors capables de neutraliser STb, mais pas STa ou CT (Hitotsubashi & al., 1992). En 
ce qui concerne ses caractéristiques biochimiques, son point isoélectrique a été déterminé 
comme étant de 9,6, démontrant que STb est une protéine hautement basique (Handl & al., 
1993). Elle est résistante à des pH allant de deux à douze ainsi qu’à des traitements à l’urée 
(Dubreuil & al., 1991). Cependant, elle est sensible à la dégradation protéolytique (Whipp, 
1987) et elle perd sa fonction biologique suite à des traitements à la trypsine ou au β-
mercaptoéthanol (Burgess & al., 1978 ; Dubreuil & al., 1991 ; Fujii & al., 1991). Étant 
donné qu’elle ne contient qu’une tyrosine, deux phénylalanines et aucun tryptophane, elle 




 STb est encodée par le gène estB porté par le transposon Tn4521 retrouvé sur 
différents plasmides (Fekete & al., 2003). Ce transposon est capable de se transposer de 
plasmide en plasmide, répandant le gène estB dans plusieurs souches ETEC (Lee & al., 
1985 ; Dubreuil, 1997). Ces plasmides portent généralement d’autres gènes codant pour 
différents facteurs de virulence tels que des fimbriae, d’autres toxines, des résistances 
antibiotiques ou des peptides antimicrobiens (Lee & al., 1985 ; Harnett & Gyles, 1985).  
 
 L’expression du gène estB est basse car sa transcription est régulée par un 
promoteur faible ce qui pourrait expliquer la quantité réduite de STb produite par les 
souches ETEC (Spandau & Lee, 1987). De plus, la présence de glucose peut inhiber 
l’expression du gène, toutefois elle n’est pas irréversible puisque l’ajout d’AMPc permet 
de contrer l’effet du glucose sur l’expression de estB (Busque & al., 1995). 
 
 Il est important de noter qu’il n’y a aucune homologie de séquence entre STa et 
STb, indiquant qu’il s’agit bien de deux toxines différentes (Lee & al., 1985). 
 
3.3 Biogenèse 	
 STb est synthétisée dans le cytoplasme sous la forme d’un précurseur pré-STb de 
71 acides aminés (Lee & al., 1983). Lors du passage de pré-STb vers le périplasme, son 
peptide signal d’une longueur de 23 acides aminés situé au niveau de la région N-terminale 
de la protéine est clivé par une adénosine triphosphatase (ATPase) cytoplasmique associée 
au système de sécrétion de type II (SecA) pour donner la forme mature de STb de 48 
acides aminés (Kupersztoch & al., 1990). De là, la toxine devient la cible d’une disulfide 
oxydoréductase périplasmique (DsbA) capable de former des ponts disulfures (Foreman & 
al., 1995). Les ponts disulfures protègent la toxine de la dégradation par les protéases 
périplasmiques, notamment au niveau des acides aminés 14 et 15 (Dreyfus & al., 1992 ; 
Okamoto & al., 1995). Par la suite, STb est prise en charge par un transporteur de type 
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ABC présent au niveau de la membrane interne (MacAB) qui interagit avec un canal 
présent dans la membrane externe (TolC) pour sécréter la toxine dans le milieu 
extracellulaire (Yamanaka & al., 2007 ; Foreman & al., 1995). Ce canal est également 
essentiel pour la sécrétion d’autres facteurs de virulence tels que d’autres toxines ou encore 


















Figure 5 : Biogenèse de STb.  
1. STb est synthétisée dans le cytoplasme sous la forme d’un précurseur pre-STb de 71 
acides aminés. 2. Lors de son passage dans le périplasme, le précursuer est clivé par SecA 
pour donner la forme mature de STb de 48 acides aminés. 3. Dans le périplasme, DsbA 
forme les ponts disulfures de la toxine. 4. MacAB transporte la toxine jusqu’à TolC. 5. La 
toxine est excrétée hors de la cellule. (Dubreuil & al., 2016) 
	 	
	25	
3.4 Structure tridimensionnelle 	
 STb est un peptide de 48 acides aminés dont la structure est stabilisée par deux 
ponts disulfures entre Cys10 et Cys48 puis Cys21 et Cys36 (Okamoto & al., 1993). La 
formation de ces ponts disulfures est primordiale pour conserver la structure native de STb 
et permettre l’activité biologique de la toxine ; la sécrétion de fluides dans la lumière 
intestinale (Arriaga & al., 1995). 
 
La résonance magnétique nucléaire a démontré que STb est composée de deux 
hélices α antiparallèles. La première hélice α entre les acides aminées 10 et 22 est 
amphipatique alors que la deuxième hélice α entre les acides aminées 38 et 44 est  
hydrophobe. Chaque hélice comprend des résidus hydrophobes qui permettent aux deux 
hélices d’entrer en contact. Elles sont séparées par une boucle riche en glycine formée 
entre les résidus 21 et 36. Cette boucle possède également des résidus hydrophobes, 
comme l’Arg29 et l’Asp30, exposés au solvant (Sukumar & al., 1995). Lorsqu’elles sont 
mutées, l’Arg29 entraine une baisse de l’attachement de STb à son récepteur ainsi qu’une 
diminution de la toxicité, alors que l’Asp30 engendre une chute de la toxicité mais une 
hausse de l’attachement entre la toxine et le sulfatide. Cela pourrait être dû à l’élimination 
de la charge négative présente sur la chaine latérale de l’aspartate qui éliminerait par la 
même occasion la force répulsive au niveau du récepteur sulfatide (Labrie & al., 2001b). 
De plus, il a été montré que les acides aminés Asp8, His12, Gln15, Lys18, Glu19, Lys22 et 
Lys23 sont également exposés au solvant, formant une surface hautement polaire. Les 
résidus Lys22 et Lys23 joueraient un rôle important dans la toxicité de STb (Sukumar & al., 
1995). En effet, une mutation de ces résidus cause une diminution de l’attachement de la 
toxine à son récepteur (Fujii & al., 1994). De même, des mutations au niveau des résidus 
Gly24, Gly27 et Gly31 entraînent une baisse de l’attachement de STb au sulfatide suivie 
d’une diminution de la toxicité. Ces mutations pourraient réduire la flexibilité 
caractéristique de la boucle (Labrie & al., 2001b). Enfin, des mutations au niveau des 
acides aminés 37, 41 et 42 empêcheraient la formation d’oligomères. La formation 
d’oligomères serait due à la répulsion de l’eau entre les acides aminés hydrophobes. La 
mutation de ces résidus hydrophobes empêcherait la répulsion de l’eau et donc la formation 
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d’oligomères. De plus, ces mutations entrainent une diminution de l’attachement et de la 
toxicité. Ainsi, l’oligomérisation de la toxine pourrait avoir un rôle  important dans 
l’activité toxique de STb (Labrie & al., 2001a ; Labrie & al., 2001b).  
Figure 6 : Structure tertiaire de STb. 
La forme mature de STb est composée d’une hélice α amphipathique, d’une boucle flexible 
riche en glycine, d’une hélice α hydrophobe et de deux ponts disulfures. (Sukumar & al., 
1995)	
	
3.5 Mécanisme d’action  	
3.5.1 Oligomérisation  	
 STb est capable de former une interaction protéine-protéine avec elle-même en 
formant des hexamères et des heptamères via l’interaction des hélices α-hydrophobes en C-
terminale des monomères de STb. L’étude de Labrie et al. a révélé que l’oligomérisation se 
produisait aussi bien en présence qu’en absence du récepteur sulfatide et qu’elle ne 
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montrait aucune différence lorsque le récepteur était en solution et lorsqu’il était contenu 
dans un liposome, ce qui suggérait que l’oligomérisation précédait l’insertion dans la 
membrane. Ils démontrèrent également que l’ajout d’un agent réducteur, tel que le β-
mercaptoéthanol, abolissait l’interaction entre les monomères de STb, ce qui indiquait que 
la toxine devait avoir une structure tridimensionnelle intacte afin de former des oligomères. 
Ainsi l’oligomérisation pourrait être une étape nécessaire à la pathogenèse de STb, étant 
donné que la réduction de la toxine entraine une perte de la toxicité, liée à une baisse de 
l’attachement de la toxine à son récepteur, ce qui pourrait être due à l’incapacité de former 
des oligomères (Labrie & al., 2001b). 
 
3.5.2 Liaison au récepteur 	
 La liaison de la toxine aux cellules épithéliales intestinales est l’étape primordiale 
menant à la sécrétion d’eau et d’électrolytes dans la lumière intestinale. Hitotsubachi et al. 
ont rapporté que STb se liait à une protéine de 25 kDa présente dans un extrait concentré 
de cellules épithéliales intestinales murines (Hitotsubashi & al., 1994). Chao et Dreyfus 
ont, quant à eux, observé l’attachement de la toxine à des cellules épithéliales intestinales 
en culture, ainsi que la formation d’une interaction stable entre STb et les lipides de la 
membrane, suivie de l’internalisation de STb dans le cytoplasme. Ils ont ensuite déterminé 
que STb ne se liaient pas à des protéines, des glycoprotéines ou des protéoglycanes mais 
plutôt à des lipides au niveau de la membrane (Chao & Dreyfus, 1997). De là, Rousset et 
al. se sont intéressés aux détails moléculaires via lesquels la toxine pouvait lier la surface 
des cellules épithéliales. Ils démontrèrent dans un premier temps que les 
glycosphingolipides présents à la surface des cellules épithéliales du jéjunum de porc 
étaient responsables de l’attachement de la toxine (Rousset & al., 1998a). Puis dans un 
second temps, ils rapportèrent une forte affinité de liaison pour le résidu terminal 
Gal(3SO4)β1 du sulfatide et une faible affinité de liaison pour les résidus d’acide sialique 
retrouvés sur divers gangliosides (Rousset & al., 1998b). Le sulfatide est un 
glycosphingolipide acide, composé d’un céramide lié à un galactose sulfaté en position 3, 
retrouvé au niveau des cellules du tractus gastro-intestinal, du rein, de la rate, du cerveau et 
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sur les granulocytes, les plaquettes et même certaines cellules cancéreuses (Beausoleil & 
al., 2002). Une constante de dissociation de 2,4 ± 0,61 nM a été déterminée par résonnance 
plasmonique de surface pour le sulfatide et STb confirmant une forte affinité entre le 
sulfatide et la toxine (Goncalves & al., 2008). Cependant, STb est aussi capable d’interagir 
avec d’autres glycosphingolipides comme les 3-sulfolactosylcéramides (76%), les 
glucocéramides (63%), les galactocéramides (27%) et les lactocéramides (24%) même si le 
sulfatide reste le récepteur privilégié (100%) de STb (Beausoleil & Dubreuil, 2001). 
 
3.5.3 Altération cellulaire 	
 Whipp et al. ont démontré la perte et l’atrophie des microvilli suite aux 
traitements de segments de jéjunum porcin avec un filtrat de culture d’E. coli capable de 
produire STb. Ces dommages reflétaient une perte de cellules absorptives indiquant que 
STb était la cause de la diminution de l’absorption par les entérocytes traités avec la toxine 
(Whipp & al., 1987 ; Rose & al., 1987 ; Nataro & Kaper, 1998). Hitotsubashi et al. ont 
observé, quant à eux, une dilatation des capillaires de la sous-muqueuse et  une diminution 
de l’épaisseur de la lamina propria suite au traitement du jéjunum de souris avec STb  
purifiée. Cependant, aucun dommage cellulaire n’a été révélé (Hitotsubashi & al., 1992). 
Ainsi, ces résultats suggèrent que les dommages à l’épithélium intestinal se produisent 
lorsqu’un surnageant de culture contenant STb est utilisé, mais pas quand la toxine purifiée 
seule est employée (Dubreuil, 1997). 
 
3.5.4 Perméabilisation membranaire 	
 D’abord, la capacité de STb à induire la perméabilisation membranaire a été testée 
via l’utilisation de vésicules membranaires dérivées d’un jéjunum porcin. L’étude montra 
que la toxine était capable de perméabiliser les vésicules via la formation de pores non-
spécifiques, de façon saturable et dose-dépendante. Cependant, la perméabilisation était 
possiblement facilitée par l’absence de machinerie endocytaire cellulaire dans les vésicules 
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membranaires (Goncalves & al., 2007).  L’expérience a alors été reproduite avec des 
cellules IPEC-J2 et NIH-3T3. L’étude démontra alors que STb permettait de perméabiliser 
la membrane des cellules sans altérer la viabilité de ces dernières. Toutefois, les auteurs ont 
remarqué que malgré la même quantité de toxine utilisée, la perméabilisation des cellules 
était inférieure à la perméabilisation des vésicules membranaires. Cela pourrait s’expliquer 
par un nombre différent de récepteurs sulfatide entre la surface des cellules et celle des 
vésicules appuyant une potentielle implication du sulfatide dans la perméabilisation 
cellulaire causée par STb (Goncalves & al., 2008 ; Goncalves & Dubreuil, 2009). 
 
3.5.5 Internalisation 	
 En 1997, Chao et Dreyfus ont démontré pour la première fois l’internalisation de 
la toxine dans des cellules T84 et HT29. D’abord, ils ont observé l’attachement de la toxine 
STb marquée à l’iode radioactive (125I) aux cellules épithéliales. Puis ils ont traité les 
cellules avec de la saline acide afin d’enlever STb-125I liée à la surface des cellules pour 
ainsi constater que 55% ± 10% de STb-125I était éliminée par le traitement, suggérant que 
la moitié de STb-125I était fortement associée à la membrane et/ou internalisée dans le 
cytoplasme. L’association à la membrane et l’internalisation dans le cytoplasme des 
cellules épithéliales ont été confirmées ensuite par immunofluorescence. 
L’immunofluorescence permit également de constater que les cellules traitées avec la 
toxine présentaient une diffusion cytoplasmique de la fluorescence, indiquant que STb ne 
semblait pas s’associer préférentiellement avec des vésicules membranaires ou des 
organelles cellulaires. De plus, l’immunofluorescence a été réalisée à 4°C, 22°C et 37°C, 
l’internalisation de STb n’était pas modifiée malgré les changements de température 
indiquant que le phénomène était indépendant de la température. Ils ont également traité 
les cellules avec des inhibiteurs du cytosquelette, tels que la cytochalasine D et la 
colchicine, ils ont alors constaté que l’internalisation de la toxine n’était pas altérée par 
l’un de ces traitements suggérant que les filaments d’actine et les microtubules n’étaient 
pas impliqués. Les cellules ont alors été traitées avec de l’azide de sodium afin de bloquer 
la machinerie métabolique, ils ont dès lors observé que l’internalisation de la toxine n’était 
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pas altérée révélant que le phénomène était indépendant de l’énergie. Enfin, les cellules ont 
été traitées avec du sucrose pour créer des conditions hypertoniques mais l’internalisation 
de la toxine n’était pas affectée non plus. Ainsi, ces observations indiquèrent que les 
processus tels que l’endocytose clathrine-dépendante et clathrine-indépendante, les 
cavéoles ou encore la macropinocytose n’étaient pas impliqués dans l’internalisation de 
STb. Les auteurs ont alors suggéré la formation d’un complexe stable avec des lipides 
plutôt que l’internalisation classique via l’association à un ligand membranaire (Chao & 
Dreyfus, 1997). Toutefois, l’internalisation de STb semble être régulée de manière 
différente dépendamment de la lignée cellulaire, possiblement influencée par d’autres 
facteurs que le récepteur. Par exemple, l’internalisation de STb dans les cellules HT29, 
T84 et IPEC-J2 semble être indépendante du cytosquelette d’actine alors que dans la lignée 
NIH-3T3 elle paraît en être dépendante. De plus, dans les lignées cellulaires IPEC-J2 et 
NIH-3T3 l’inhibition des radeaux lipidiques via l’utilisation de méthyl-β-cyclodextrine ou 
de génistéine ne modifie pas l’internalisation de la toxine (Albert & al., 2011). Par ailleurs, 
Labrie et al. ont aussi observé l’internalisation de STb dans des cellules épithéliales 
intestinales de rat. STb a alors été suivie en utilisant un anticorps anti-STb marqué à l’or 
colloïdal puis l’internalisation a été visionnée au microscope électronique à transmission. 
Dès lors, il a été possible de voir qu’aucun compartiment cellulaire n’était particulièrement 
ciblé par la toxine étant donné que les particules d’or étaient distribuées aléatoirement dans 
le cytoplasme des cellules (Labrie & al., 2002). Cependant, des études récentes ont poussé 
l’investigation afin de trouver une potentielle cible cellulaire pour STb. Ainsi, Goncalves et 
Dubreuil ont démontré que, une fois internalisée, STb ciblait les mitochondries des cellules 
NIH-3T3 traitées avec la toxine. De plus, il a été possible d’observer une hyperpolarisation 
des mitochondries, un bourgeonnement de la membrane, un cytoplasme granuleux et un 
noyau élargi suite au traitement de ces cellules avec STb (Goncalves & Dubreuil, 2009). 
Par la suite, Syed et Dubreuil ont mis en évidence l’induction de l’apoptose via la voie 
mitochondriale, dite intrinsèque, par l’activation des caspases 9 et 3 dans les lignées 





3.5.6 Cascade d’évènements proposée 	
 STb se lie au sulfatide situé à la surface des entérocytes. Il y a alors 
perméabilisation et internalisation de la toxine. Par la suite, la toxine active une protéine G 
sensible à la toxine pertussique (Gi3) couplée à un canal calcique membranaire. Cette 
activation entraine une augmentation du calcium intracellulaire. La hausse du calcium 
intracellulaire engendre l’activation d’une protéine kinase Ca2+-calmoduline-dépendante II 
(CaMKII) (Dreyfus & al., 1993) capable alors de phosphoryler le CFTR et un canal 
chlorique calcium-dépendant (CaCC) permettant la sortie d’ions chlorure et bicarbonate 
(Fujii & al., 1997). L’élévation du niveau de calcium intracellulaire cause également 
l’activation d’une protéine kinase C (PKC) apte à phosphoryler le CFTR et un canal 
sodique provoquant la sortie d’ions chlorures et bicarbonates mais empêchant l’entrée 
d’ions sodium (Harville & Dreyfus, 1995 ; Dubreuil, 2012). De plus, la recrudescence de 
calcium intracellulaire stimule la régulation des phospholipases A2 et C qui relâchent alors 
l’acide arachidonique (Dunlop & Larkins, 1984) responsable de la formation de 
prostaglandine E2 (PGE2) et de 5-hydroxytryptamine (5-HT), couramment appelée 
sérotonine, suscitant la sécrétion d’eau et d’électrolytes dans la lumière intestinale, menant 
aux diarrhées aqueuses (Hitotsubashi & al., 1992 ; Harville & Dreyfus, 1995 ; Peterson & 
Whipp, 1995 ; Dubreuil, 2012). Ainsi, la production de sérotonine démontre l’implication 
du système nerveux entérique dans la cascade d’évènements déclenchée par STb. 
Cependant, le mécanisme par lequel la toxine induit le système nerveux entérique n’est pas 




























Figure 7 : Mécanisme d’action de STb.  
1. STb se lie au sulfatide à la surface de la cellule. 2. Dans la cellule, STb interagit avec 
une protéine G liée à un canal calcique. 3. Il y a alors accumulation de calcium entrainant 
l’activation de la CaMKII  et de la PKC. 4. La CaMKII phosphoryle le CFTR et un canal 
chlorique causant la sortie d’ions chlorure et bicarbonate. 5. La PKC phosphoryle le CFTR 
et un canal sodique induisant la sortie d’ions chlorure et bicarbonate  et inhibant l’entrée 
d’ions sodium. 6. Par ailleurs, l’accumulation de calcium engendre également l’activation 
des phospholipases A2 et C permettant le relâchement d’acide arachidonique puis la 





 Dans une étude menée en 2003 par Fekete et al., un variant génétique de la toxine 
STb fut identifié. Celui-ci avait deux mutations, la première en position 12 où une histidine 
était remplacée par une asparagine et la deuxième en position 23 où une lysine était 
modifiée par une isoleucine. Le gène estB codant pour ce variant était localisé au niveau du 
TSL porté par le plasmide pTC isolé de la souche ETEC 2173 porcine. Ce plasmide 
possédait un gène de résistance à la tétracycline, les gènes de réplication et de mobilisation 
nécessaires à son transfert ainsi que les gènes estB et estA codant pour STb et STa 
respectivement (Fekete & al., 2003). Par la suite, Taillon et al. ont investigué la fréquence 
et la distribution de variants de STb au Québec. Une collection de 100 souches ETEC 
STb+, isolées entre 1980 et 2007 inclusivement  et sélectionnées aléatoirement à partir de 
porcs malades provenant de fermes du Québec, ont été analysées. Une grande diversité de 
profil de gène de virulence a alors été détectée. Suite à l’amplification et le séquençage du 
gène estB,  23 des 100 isolats testés présentaient une mutation à la position 12, d’une 
histidine substituée par une asparagine. Cependant, il n’a pas été possible d’identifier 
d’autre mutation ou encore d’autre variant au cours de cette étude (Taillon & al., 2008). 
Par ailleurs, des analyses par dichroïsme circulaire ont révélé que la structure secondaire 
ainsi que la stabilité du variant STb étaient similaires à celles de la toxine sauvage. 
Cependant, la résonance plasmonique de surface a démontré que le variant avait une 
affinité de liaison légèrement réduite pour le récepteur sulfatide en comparaison à la toxine 
sauvage. Enfin, la cytométrie en flux a mis en évidence que l’internalisation du variant de 
STb était faiblement supérieure à celle de la toxine sauvage. Ainsi, il a été possible de 
conclure que ce variant présentait des ressemblances structurelles et biochimiques avec la 







3.7 Intérêt clinique 	
 L’activité biologique de STb a été observée à plusieurs reprises, aussi bien dans le 
jéjunum des porcs, des rats et des souris que dans celui des veaux, des agneaux et des 
lapins (Whipp & al., 1986 ; Whipp, 1991 ; Rose & al., 1987). Le gène estB possède une 
prévalence très élevée dans les souches ETEC porcines. En effet, une étude réalisée aux 
États-Unis a démontré la présence de STb dans 72,6% des souches ETEC isolées de 
porcelets atteints de diarrhée post-sevrage. Cette étude révèle la présence de STb dans les 
principaux pathotypes responsables de diarrhée post-sevrage chez le porc, tels que 
F4/LT/STb, F4/LT/STb/EAST1 et F18/STa/STb/Stx2e (Zhang & al., 2007). De plus, une 
autre étude effectuée aux États-Unis a permis de mettre en évidence la présence de STb 
dans la plupart des souches ETEC isolées de porc souffrant de diarrhée post-sevrage parmi 
les pathotypes F4/LT/STb, F18/STa/STb/Stx2e et F18/STa/STb (Francis, 2002). 
Quasiment toutes ces souches ETEC portaient le gène estB suggérant que STb joue un rôle 
important dans la pathogenèse de la diarrhée post-sevrage. Cependant, peu de souches 
ETEC expriment seulement le gène estB ce qui sous-entend que les autres entérotoxines 
sont aussi importantes dans la pathogenèse de la diarrhée post-sevrage. En effet, les isolats 
possèdent généralement d’autres gènes codant pour d’autres toxines comme STa ou LT, ou 
encore les deux à la fois (Moon & al., 1986 ; Francis, 2002). De même, il a été démontré 
que EAST1, AIDA-I et PAA (Porcine Attaching and effacing-Associated factor) pouvaient 
être exprimées par ces souches (Zhang & al., 2007). Il est alors difficile de déterminer 
l’effet toxique de STb étant donné qu’elle est trop souvent associée à d’autres toxines. Le 
rôle de STb dans le développement des diarrhées fut longtemps questionné (Casey & al., 
1998), pourtant une étude réalisée au Canada a démontré que les souches ETEC produisant 
uniquement STb comme facteurs de virulence étaient capables d’induire des diarrhées chez 
les porcelets nouveau-nés (Fairbrother & al., 1989). Par ailleurs, STb semble être 
faiblement diarrhégénique chez les porcs de moins de cinq jours alors qu’elle est fortement 
diarrhégénique chez les  porcs de plus de neuf jours. Ainsi, STb a certainement un rôle 
dans la pathogenèse de la maladie, cependant son importance semble dépendre de l’âge des 
porcelets, du contenu fimbrial de la souche et d’autres facteurs (Berberov & al., 2004 ; 
Zhang & al., 2006). L’étude de Berberov et al. montre que 60% des porcs âgés de neuf 
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jours inoculés avec une souche F4+LT-STb+EAST1+ ont développé une diarrhée sévère et 
une septicémie, alors que 100% des porcs inoculés avec une souche F4+LT+STb+EAST1+ 
ont présenté ces mêmes signes cliniques. LT semble donc avoir un rôle primordial dans la 
pathogénicité des souches ETEC porcines et les toxines LT, STb et EAST1 paraissent être 
exprimées conjointement par ces souches (Berberov & al., 2004). 
 
3.8 Développement de vaccins 	
 Dans le développement de vaccins contre les ETEC, la toxine LT est utilisée alors 
que STa et STb n’ont jamais été employées comme antigènes, étant donné leur faible 
immunogénicité. Pourtant, STa et STb sont des facteurs de virulence importants, il est donc 
nécessaire qu’elles soient incluses comme antigène dans l’élaboration de vaccin, afin 
d’offrir un large spectre de protection. Dans une étude menée par Zhang et Francis, le 
toxoïde LT192(RèG)  a été fusionnée avec STb dans le but d’augmenter son immunogénicité. 
Des anticorps anti-LT et des anti-STb ont pu être détectés dans le sérum de lapins et de 
cochons immunisés avec cet hybride. Enfin, l’ensemble des dix porcelets inoculés avec une 
souche ETEC STb+ et immunisés avec l’hybride sont restés en bonne santé, tandis que 7 
des neuf porcelets inoculés mais non immunisés ont développé des diarrhées modérées 
(Zhang & Francis, 2010). De même,  dans une autre étude réalisée par Zhang et al., le 
toxoïde LT192(RèG) a été fusionnée avec le toxoïde STa13(AèQ) afin d’augmenter son 
immunogénicité. Des anticorps anti-LT et anti-STa ont pu être détectés dans le sérum de 
lapins immunisés avec l’hybride. In vitro, cet antisérum a été capable de neutraliser STa et 
CT sur des cellules T84 en culture. In vivo, trois des quatre porcelets nés d’une truie 
immunisée et inoculés avec une souche ETEC  STa+ sont restés en bonne santé et un taux 
élevé d’anticorps anti-STa a pu alors être détecté parmi ces trois porcelets, contrairement 
aux porcelets nés d’une truie non immunisée et inoculés qui ont développé des diarrhées et 
chez lesquels un taux bas d’anticorps anti-STa a pu être mesuré (Zhang & al., 2010). 
 
 Actuellement, les vaccins disponibles contre les ETEC sont basés sur les CF et la 
sous-unité B de LT (LTB) vu que STa et STb sont peu immunogènes. Cependant, l’équipe 
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de You et al. a génétiquement construit une entérotoxine trivalente STa-LTB-STb afin de 
développer une seule protéine toxoïde, contenant les trois entérotoxines, pour la 
vaccination contre les ETEC. L’immunisation de souris avec cette protéine trivalente a 
permis d’induire la production d’anticorps anti-STa, anti-STb et anti-LTB chez celles-ci. 
Cet antisérum a été capable par la suite de neutraliser l’activité biologique de STa et de 
STb chez des souriceaux. De plus, sept des dix  souris immunisées avec l’entérotoxine 
trivalente, et inoculées de façon intra-péritonéale avec une dose létale d’ETEC, ont survécu 
alors que toutes les souris non immunisées et inoculées ont succombé. Ces résultats 
suggèrent que l’entérotoxine trivalente STa-LTB-STb pourrait être un vaccin potentiel 
contre les diarrhées provoquées par les ETEC (You & al., 2011). 																											
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4 Production de STb 	
De nombreuses recherches sur le mode d’action de STb ont été entravées par le 
faible niveau de toxine produit par les souches sauvages. Spandau & Lee suggérèrent que 
le gène estB, encodant l’entérotoxine thermostable b (STb), était régulé par un promoteur 
faible (Spandau & Lee, 1987). Ainsi, de nombreuses études ont présenté différents modèles 
de fusions génétiques à partir du gène estB dans le but de produire davantage de STb 
(Spandau & Lee, 1987 ; Handl & al., 1988 ; Lawrence & al., 1990 ; Urban & al., 1990 
a&b). Cependant, ces fusions ne permettaient pas l’obtention de l’entérotoxine sous sa 
forme mature et biologiquement active (Dubreuil & al., 1991 ; Fujii & al., 1991). En 1993, 
le groupe de Bossé & al. présentèrent une construction génétique à partir des gènes estB et 
malE, encodant la protéine liant le maltose (MBP), séparés l’un de l’autre par une séquence 
codant pour un site de clivage spécifique à la protéase Xa et tous les deux sous le contrôle 
du promoteur fort et inductible Ptac (Bossé & al., 1993). Suite au clivage de la protéine de 
fusion par le facteur Xa, il était alors possible d’obtenir STb sous sa forme mature et 
biologiquement active. Dans l’article de Bossé & al., suite à l’induction et au choc 
osmotique, la protéine de fusion MBP-STb constituait approximativement 33%  des 
protéines totales présentes dans le périplasme. Ainsi, à partir d’un litre de bouillon inoculé 
avec la souche recombinante il était possible d’obtenir 3 à 4 mg de la protéine de fusion 
MBP-STb, soit 0,3 à 0,4 mg de la toxine étant donné que STb représente à peu près 10% 
du poids de la protéine de fusion. La protéine de fusion était ensuite purifiée par 
chromatographie d’affinité sur colonne d’amylose ; la fraction MBP de la protéine de 
fusion se liait alors à l’amylose puis elle était éluée compétitivement par un tampon 
contenant du maltose (Bossé & al., 1993). De même, dans l’article de Handl & al. (1993) 
la même technique a été utilisée afin de produire et purifier la protéine de fusion MBP-
STb, toutefois, après le clivage par la protéase Xa, la fraction STb était à nouveau purifiée 
mais cette fois-ci par chromatographie en phase inverse sur colonne de carbone C8 via 
HPLC. Dès lors, des pertes furent constatées à chaque étape de purification ; sur 8 litres de 
bouillon de culture, 4,8 mg de STb étaient présents avant l’étape de chromatographie en 
phase inverse, après cette étape c’est 2,6 mg de STb qui étaient comptabilisés. De ce fait, 
2,6 mg de STb étaient présents avant l’étape de chromatographie sur colonne de carbone, 
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après cette étape c’est 2,2 mg de STb qui étaient retrouvés (Handl & al., 1993). Il est à 
présent connu que MBP est un ligand à faible potentiel pour la purification protéique à 
cause de sa faible affinité pour l’amylose (Nallamsetty & al., 2005). En effet, celle-ci 
entraîne la perte de la moitié de la quantité initiale de STb produite (Handl & al., 1993). De 
plus, il est important de noter que des α-amylases et des contaminants sont souvent 
retrouvés sur la colonne d’amylose engendrant des pertes supplémentaires et une pureté 
insuffisante pour des études structurelles ou enzymatiques (Nallamsetty & al., 2005). 
Cependant, l’utilité de MBP reste indéniable dans cette construction plasmidique 
puisqu’elle permet de solubiliser la protéine de fusion et de transporter cette dernière du 
cytoplasme vers le périplasme de la bactérie où STb acquière alors sa conformation 
biologiquement active (Bossé & al., 1993 ; Nallamsetty & al., 2005). En effet, le principal 
obstacle à la  production de protéines recombinantes dans Escherichia coli est leur 
tendance à s’accumuler sous la forme d’agrégats insolubles et biologiquement inactifs,  
appelés corps d’inclusion (Stevens, 2000 ; Chayen, 2004). Enfin, le transport du 
cytoplasme au périplasme est important pour certaines protéines, soit parce qu’elles sont 
toxiques dans le cytoplasme, soit parce qu’elles requièrent la formation de ponts disulfures. 
Ainsi, le périplasme offre un environnement rédox riche en disulfides isomérases 
permettant l’assemblage des ponts disulfures de STb. Normalement, MBP réside dans le 
périplasme et sa séquence contient donc un peptide signal qui permet son exportation dans 
le périplasme, elle peut alors être utilisée comme transporteur pour faciliter le transport 
d’une protéine passagère, ici STb (Bossé & al., 1993 ; Giuliani & al., 2001 ; Planson & al., 





Figure 8 : Construction des plasmides pMAL-IN et pMAL-STb 
1. Clonage du gène estB entre les sites de restrictions de XbaI et HindIII situés dans le site 
de clonage multiple du vecteur pMAL-p. 2. Digestion et traitement de pMAL-IN avec 
XbaI, StuI et la nucléase de haricot mungo. 3. Ligation de l’ADN pour former pMAL-STb. 
*, site de clivage du facteur Xa. (Bossé & al., 1993) 
 
Récemment, Nallamsetty & al. (2005) se sont intéressés à la possibilité d’utiliser 
une combinaison de plusieurs marqueurs afin de combiner leurs différents avantages. Ils 
ont alors réalisé et testé la production de protéines de fusion, doublement marquées par les 
marqueurs MBP et hexahistidine (His6), dans le cytoplasme et dans le périplasme 
d’Escherichia coli. MBP permettrait alors d’améliorer le rendement et la solubilité de la 
protéine passagère (Kapust & Waugh, 1999 ; Fox & al., 2003), en plus de lui permettre son 
transport du cytoplasme vers le périplasme (Giuliani & al., 2001 ; Planson & al., 2003), 
alors que His6 conférerait un fort potentiel pour la purification protéique grâce à sa forte 
affinité pour une colonne chargée en nickel (Waugh, 2005). En effet, MBP a une constante 
de dissociation (Kd) de 1200 nM alors que la Kd de His6 est égale à 14 ± 1 nM (Telmer & 
Shilton, 2003 ; Knecht & al., 2009). L’affinité de His6 est donc 85 fois supérieure à celle de 
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MBP. Ainsi, dans un premier temps, le groupe a déterminé l’effet qu’aurait l’ajout de His6 
à l’extrémité N-terminale de MBP sur le rendement et la solubilité de différentes protéines 
passagères normalement peu solubles, lorsque celles-ci sont exprimées dans E. coli. Ils ont 
alors fusionné indépendamment trois protéines passagères (la protéine humaine p16INK4, la 
protéine fluorescente verte de Aequorea victoria et la protéine E6 du virus du papillome 
humain)  à MBP, avec ou sans His6 (Kapust & Waugh, 1999 ; Fox & al., 2003). Puis, en 
comparant le rendement et la solubilité des protéines de fusion, ils ont constaté que l’ajout 
du His6 n’entrainait aucune modification sur le rendement ou la solubilité de la protéine de 
fusion (Nallamsetty & al., 2005). Par la suite, ils ont vérifié l’affinité de la protéine de 
fusion pour une résine contenant du nickel et de l’acide nitrilotriacétique (Ni-NTA) dans le 
but ultime de purifier une protéine passagère. Dans ce but, ils ont d’abord fusionné la 
protéine IglC (Island Protein C) de Francisella tularensis avec MBP et His6 et puis, une 
fois la protéine de fusion produite, ils l’ont purifiée par chromatographie d’affinité sur 
résine Ni-NTA pour ensuite la digérer avec la protéase du TEV (Tobacco etch virus) afin 
de séparer la fraction His6-MBP de la protéine passagère IglC (Kapust & al., 2001). Un 
autre passage sur la colonne Ni-NTA a ensuite permis de séparer la fraction His6-MBP et la 
protéine de fusion non digérée de IglC. Enfin, par SDS-PAGE il a été possible de vérifier 
la pureté de IglC à différentes étapes du processus de purification. Ainsi, après le dernier 
passage sur colonne Ni-NTA, la protéine passagère était finalement débarrassée de toutes 
impuretés (Nallamsetty & al., 2005). Dans un dernier temps, le groupe a cherché à 
accroître l’utilité de la protéine de fusion His6-MBP en vérifiant que le transport de la 
protéine passagère, du cytoplasme au périplasme de la bactérie, était encore possible. Ils 
ont alors créé deux vecteurs His6-MBP, l’un sans le peptide signal de MBP et l’autre avec 
le peptide signal de MBP. Ce peptide signal, situé à l’extrémité N-terminale de MBP et 
placé deux codons avant His6, permettrait l’exportation de la protéine de fusion du 
cytoplasme vers le périplasme de la cellule bactérienne. Ainsi, ils utilisèrent la 
ribonucléase A (ARNase A) bovine comme protéine passagère car celle-ci possède quatre 
ponts disulfures formés dans le périplasme qui sont nécessaires pour son activité 
enzymatique (Klink & al., 2000). Suite à la purification par chromatographie d’affinité, ils 
constatèrent que l’ARNase A issue du vecteur sans le peptide signal était inactive tandis 
que l’ARNase A produite par le vecteur avec le peptide signal présentait une activité 
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enzymatique ce qui confirma que le peptide signal avait bien été clivé à l’endroit désiré par 
une peptidase signal malgré la proximité de His6 (Nallamsetty & al., 2005). Le marqueur 
His6 permettrait donc d’améliorer l’affinité de la protéine de fusion pour la purification 
protéique sans entraver le rendement, la solubilité et le transport de la protéine passagère 
permis par le marqueur MBP.  
 
Au laboratoire, la production et la purification de STb s’est toujours avérée difficile 
compte tenu de la faible affinité du système MBP-amylose entrainant des pertes 
considérables. Cependant, l’ajout d’un marqueur histidine permettrait de contrer ce 
problème en permettant de produire et purifier STb de façon plus efficace. Ainsi, le but de 
ce projet était de réaliser une nouvelle souche recombinante à partir du plasmide pMAL-
STb, codant pour la protéine de fusion MBP-STb, en y ajoutant un marqueur histidine, puis 
de vérifier si cette souche permettait une production importante et/ou une purification plus 
















































1. Extraction du plasmide pMAL-STb 
 
La souche E. coli HB1O1 pMAL-STb a été ensemencée sur gélose Luria-Bertani 
(LB) supplémentée d’ampicilline 50 mg/mL (Amp) puis incubée pendant 24 heures à 
37°C. Une colonie isolée a ensuite été prélevée pour inoculer un tube contenant 5 mL de 
milieu LB+Amp qui a alors  été incubé pendant 6 heures à 37°C avec agitation à 180 rpm. 
Puis, un erlenmeyer de 500 mL de milieu LB+Amp a été inoculé avec 5 mL de la culture 
fraîche (1/100) et incubé à 37°C avec agitation à 180 rpm jusqu’à ce que la densité optique 
à une longueur d’onde de 600 nm atteigne 0,5. Par la suite, la culture bactérienne a été 
centrifugée à 4000 g pendant 15 minutes à 4°C puis placée sur glace jusqu’à l’extraction 
du plasmide. Une trousse commerciale (QIAfilter plasmid maxi kit, QIAGEN #12262) a 
été utilisé pour l’extraction du plasmide pMAL-STb afin d’assurer un nombre satisfaisant 
de copies du plasmide pMAL-STb.  Puis, le plasmide a été resuspendu dans 500 µL de 
tampon inclus dans la trousse. Afin de vérifier la présence du plasmide, une électrophorèse 
sur gel d’agarose 0,7% a ensuite été réalisée avec 50 mL de tampon TAE (40 mM Tris-HCl 
(pH 7,6), 20 mM Acide acétique, 1 mM EDTA), 0,35 g d’agarose et 3 µL de bromure 
d’éthidium 1%. L’échantillon a été préparé à partir de 5 µL d’acridine orange et de 10 µL 
du plasmide extrait (0,150 µg/µL). L’échelle de poids moléculaire (Thermofisher 
#15628019) et l’échantillon ont été placés dans les puits du gel, migrés à 100V pendant 40 
minutes et visualisés avec un appareil Alpha Imager mini system (Protein Simple #92-
14023-00). 
2. Production de cellules compétentes 
 
La souche E. coli DH5α a été ensemencée sur gélose LB puis incubée pendant 24 
heures à 37°C. Une colonie isolée a ensuite été prélevée pour inoculer un tube contenant 5 
mL de milieu LB qui a alors été incubé pendant 16 heures à 37°C avec agitation à 180 rpm. 
Puis, un erlenmeyer de 250 mL de milieu LB a été inoculé avec 2,5 mL de la culture 
fraîche (1/100) et incubé à 37°C avec agitation à 180 rpm jusqu’à ce que la densité optique 
à une longueur d’onde de 600 nm atteigne 0,5.  Les bactéries ont ensuite été placées sur 
glace pendant 15 à 30 minutes puis centrifugées à 4000 g pendant 15 minutes à 4°C. Le 
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surnageant a été jeté tandis que le culot a été resuspendu dans 250 mL d’eau froide stérile 
puis centrifugé à nouveau. Le lavage a été répété avec 100 mL d’eau froide stérile puis 
avec 20 mL de glycérol 10% froid. Finalement, le culot a été resuspendu dans 2 mL de 
glycérol 10% froid et congelé par aliquots de 40 µL à -80°C.  
3. Construction du plasmide pMAL-His6-STb 
 
a. Digestion du plasmide pMAL-STb par Hpa1 et Kpn1 
 
Afin de digérer le plasmide pMAL-STb par les deux enzymes de restriction Kpn1 et 
Hpa1, trois échantillons ont été préparés : 
 
1) 31 µL d’eau, 5 µL de tampon 10X, 10 µL du plasmide pMAL-STb, 2 µL de Kpn1 
et 2 µL de Hpa1  
2) 16,5 µL d’eau, 2,5 µL de tampon 10X, 5 µL du plasmide pMAL-STb, 1 µL de 
Kpn1 (témoin positif) 
3) 16,5 µL d’eau, 2,5 µL de tampon 10X, 5 µL du plasmide pMAL-STb, 1 µL de 
Hpa1 (témoin positif) 
 
Les échantillons ont ensuite été incubés 24 heures à 37°C. Afin de vérifier 
l’efficacité de la digestion, une électrophorèse sur gel d’agarose 1% a ensuite été effectuée, 
pour cela 50 mL de tampon TAE, 0,5 g d’agarose et 3 µL de bromure d’éthidium 1% ont 
été mélangés pour former le gel. Les échantillons ont été préparés à partir de 5 µL 
d’acridine orange et de 10 µL du plasmide digéré soit par l’une ou l’autre des enzymes de 
restriction (témoins positifs), soit par les deux enzymes de restriction. L’échelle de poids 
moléculaire (Thermofisher #10787018)  et les échantillons ont été placés dans les puits du 
gel, migrés à 100V pendant 40 minutes et visualisés avec un appareil Alpha Imager mini 
system (Protein Simple #92-14023-00). La digestion du plasmide pMAL-STb par les deux 
enzymes de restriction a montré une bande de 5 kb qui a ensuite été extraite avec une 




b. Réaction de polymérase en chaine (PCR) 
 
Deux amorces ont été construites, une contenant le site de restriction de Hpa1 
(5’TCCGTTAACCACCATCAAACAGGATTTTCG3’) et l’autre renfermant le site de 
restriction de Kpn1 ainsi que le marqueur hexahistidine (5’ATTAGGTACCGTGGTGAT-
GATGATGATGGAGCTCGAATTAGTCTGCGCGTCTTTC3’). Afin de réaliser la PCR, 
l’échantillon et le témoin ont été préparés avec 20,1 µL d’eau, 2,5 µL de tampon 10X, 0,3 
µL de chaque amorce (10 pmol/µL), 0,4 µL de dNTP, 0,4 µL de Taq polymérase et 1 µL de 
plasmide pMAL-STb ou d’eau (témoin négatif). Le thermocycleur a alors été programmé : 
 
1) Dénaturation : 94°C pendant deux minutes,  
2) Ces trois étapes ont été répétées 30 fois : 
c) Dénaturation : 94°C pendant 30 secondes,  
d) Appariement : 55°C pendant une minute,  
e) Extension : 72°C pendant deux minutes,  
3) Extension finale : 72°C pendant quatre minutes, 
4) Fin : 4°C.  
 
Pour confirmer l’efficacité de la PCR, une électrophorèse sur gel d’agarose 1,5% a ensuite 
été réalisée en mélangeant 50 mL de tampon TAE, 0,75 g d’agarose et 3 µL de bromure 
d’éthidium 1%. L’échantillon a été préparé à partir de 5 µL d’acridine orange et de 10 µL 
du produit de PCR. L’échelle de poids moléculaire (Thermofisher #10787018)  et 
l’échantillon ont été placés dans les puits du gel, migrés à 100V pendant 40 minutes et 
visualisés avec un appareil Alpha Imager mini system (Protein Simple #92-14023-00). Le 
produit de PCR a été extrait avec une trousse commerciale (QIAquick gel extraction kit, 
QIAGEN #28704) puis digéré par Hpa1 et Kpn1 afin de former des extrémités cohésives. 
Pour cela, 31 µL d’eau, 5 µL de tampon 10X, 10 µL du produit de PCR, 2 µL de Kpn1 et 2 








Afin de lier le plasmide pMAL-STb digéré au produit de PCR digéré, plusieurs 
échantillons ont été préparés : 
 
1) 0,5 µL du produit de PCR digéré, 5,5 µL du plasmide digéré, 2 µL de tampon de 
ligation, 1 µL d’ATP (Adénosine TriPhosphate), 1 µL de ligase 
2) 2 µL du produit de PCR digéré, 4 µL du plasmide digéré, 2 µL de tampon de 
ligation, 1 µL d’ATP, 1 µL de ligase 
3) 4 µL du plasmide digéré, 2 µL de tampon de ligation, 1 µL d’ATP, 1 µL de ligase 
(témoin) 
4) 5,5 µL du produit de PCR digéré, 0,5 µL du plasmide digéré, 2 µL de tampon de 
ligation, 1 µL d’ATP, 1 µL de ligase 
 
Les échantillons ont ensuite été incubés pendant 16 heures à 16°C et dialysés pendant une 
heure sur des disques à dialyse (Thermofisher #87759) dans des béchers remplis d’eau 
ultrapure.  
 
d. Transformation  
 
Pour produire la souche portant le plasmide pMAL-His6-STb, 8 µL de chacun des 
échantillons dialysés précédemment ont été mélangés avec 40 µL d’E. coli compétentes 
DH5α. Le mélange a ensuite été placé dans des cuves d’électroporation. Les cuves ont été 
placées sur glace puis dans l’électroporateur programmé à 2,5kV pendant quelques 
secondes. Après l’électroporation, les cuves ont été remises sur glace et 1 mL de milieu LB 
a été versé dans chaque cuve puis récupéré et incubé pendant une heure à 37°C avec 
agitation à 180 rpm. Une gélose LB+Amp a été ensemencée avec 100 µL du milieu LB 
inoculé. Le reste du milieu LB inoculé a été centrifugé quelques secondes, le surnageant a 
alors été retiré et le culot a été resuspendu puis étalé sur une autre gélose LB+Amp. Les 




e. Vérification de la présence du marqueur hexahistidine 
 
Suite à l’électroporation, les colonies isolées obtenues sur gélose LB+Amp ont 
ensuite été placées individuellement dans 5 mL de bouillon LB+Amp puis leur plasmide a 
été extrait avec une trousse commerciale (QIAquick gel extraction kit, QIAGEN #28704) 
pour être ensuite séquencé par la plate-forme d’analyses génomiques de l’Université Laval. 
4. Construction plasmidique de pHis10-MAL-STb 	
a. PCR 
 
Deux amorces ont été construites, celles-ci possèdent une même région de 
chevauchement, contenant le marqueur décahistidine (5’ TTCCGCCTCGGCTCTCGCC-
CATCATCATCATCATCACCACCACCACCACAAAATCGAAGAAGGTAAACTG
G’ & 3’GTGGTGGTGGTGGTGATGATGATGATGATGGGCGAGAGCCGAGG-
CGGAAAACATCATCG5’). Afin de réaliser la PCR, l’échantillon et le témoin ont été 
préparés avec 10,4 µL d’eau, 12,5 µL de 2xTransStart FastPfu PCR SuperMix (Transgen 
#FM111), 0,75 µL de chaque amorce (0,3 µM) et 0,6 µL de plasmide pMAL-STb (30 ng) 
ou d’eau (témoin négatif). Le thermocycleur a alors été programmé : 
 
1) Dénaturation : 94°C pendant 120 secondes,  
2) Ces trois étapes ont été répétées 25 fois : 
a) Dénaturation : 94°C pendant 20 secondes,  
b) Appariement : 50°C pendant 40 secondes,  
c) Extension : 68°C pendant 320 secondes,  
3) Extension finale : 72°C pendant 600 secondes, 
4) Fin : 4°C.  
 
Pour confirmer l’efficacité de la PCR, une électrophorèse sur gel d’agarose 0,8% a ensuite 
été réalisée en mélangeant 50 mL de tampon TAE, 0,4 g d’agarose et 3 µL de bromure 
d’éthidium 1%. L’échantillon a été préparé à partir de 5 µL d’acridine orange et de 10 µL 
du produit de PCR. L’échelle de poids moléculaire (CivicBio #TGBM201)  et l’échantillon 
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ont été placés dans les puits du gel, migrés à 100V pendant 40 minutes et visualisés avec 
un appareil Alpha Imager mini system (Protein Simple #92-14023-00). Le produit de PCR 
a ensuite été extrait avec une trousse commerciale (QIAquick gel extraction kit, QIAGEN 




Afin de produire la souche portant le plasmide pHis10-MAL-STb, 5 µL du produit 
de PCR traité avec l’enzyme DMT ont été mélangés avec 50 µL de cellules DMT 
compétentes. Le mélange a été placé sur glace pendant 30 minutes, dans un bain-marie à 
42°C pendant 45 secondes et replacé sur glace pendant deux minutes. Du milieu LB a 
ensuite été ajouté aux cellules transformées et le tout a été incubé pendant 1 heure à 37°C 
avec agitation à 180 rpm. Une gélose LB+Amp a été ensemencée avec 100 µL du milieu 
LB inoculé. Le reste du milieu LB inoculé a été centrifugé quelques secondes, le 
surnageant a été retiré et le culot a été resuspendu puis étalé sur une autre gélose LB+Amp. 
Puis, les géloses ont été incubées 24 heures à 37°C.  
c. Vérification de la présence du marqueur décahistidine 
 
Suite à la transformation, les colonies isolées obtenues sur gélose LB+Amp ont 
ensuite été placées individuellement dans 5 mL de bouillon LB+Amp puis leur plasmide a 
été extrait avec une trousse commerciale (QIAquick gel extraction kit, QIAGEN #28704) 
pour être ensuite séquencé par le Laboratoire de génétique vétérinaire à la Faculté de 
médecine vétérinaire de l’Université de Montréal. 
5. Production de l’entérotoxine STb 
 
Les souches recombinantes ont été ensemencées sur gélose LB+Amp puis incubées 
pendant 24 heures à 37°C. Par la suite, une colonie isolée a été prélevée pour inoculer deux 
tubes contenant 5 mL de milieu LB+Amp qui ont alors été incubés pendant 16 heures à 
37°C avec agitation à 180 rpm. Puis 1 mL des tubes inoculés précédemment a été déposé 
respectivement dans deux erlenmeyers de 100 mL de milieu LB+Amp qui ont ensuite été 
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incubés 3 heures à 37°C avec agitation à 180 rpm. Lorsque la densité optique à une 
longueur d’onde de 600 nm a atteint 0,5, le promoteur Ptac a été induit via l’ajout de 0,3 M 
d’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) pendant 3 heures à 37°C avec agitation à 
180 rpm. Puis, les bactéries ont été centrifugées à 4000 g pendant 15 minutes à 4°C, lavées 
dans du TES (30 mM Tris-HCl (pH 8), 1 mM Éthylène-Diamine-Tétra-Acétique (EDTA), 
20% Sucrose) et centrifugées à nouveau à 8000 g pendant 20 minutes à 4°C. Les bactéries 
ont ensuite subi un choc osmotique par l’utilisation d’une solution de 5 mM de sulfate de 
magnésium (MgSO4) contenant 0,4 mM de PMSF (Phényl-Méthyl-Sulfonyle Fluoride) 
puis une dernière centrifugation à 8000 g pendant 20 minutes à 4°C. Le surnageant récolté, 
appelé fluide de choc osmotique (OSF), a été stérilisé par filtration tangentielle sur 
membrane de 0,22 µm (Vacuum filter 500 mL, Sarstedt), dialysé contre le tampon de 
liaison (20 mM sodium phosphate, 0,5 M NaCl, 5 mM imidazole, pH 7,4) sur membrane 
de 12000-14000 kDa (Spectra/Por membrane 2, Spectrum) et puis concentré via filtration 
centrifuge sur membrane en cellulose de 30 kDa (Millipore #UFC903008). L’OSF a 
ensuite été chargé sur une colonne HisTrap HP de 1 mL (GE life sciences #29-0510-21) 
chargée en ions Ni2+ à un débit de 0,5 mL/minute sur un système de purification AKTA-10 
(AKTA purifier 10, GE life sciences). La colonne a été lavée avant et après le chargement 
de l’OSF avec le tampon de liaison. Et finalement, la protéine de fusion a été éluée avec le 
tampon d’élution (20 mM sodium phosphate, 0,5 M NaCl, 500 mM imidazole, pH 7,4).  
6. Exposition du marqueur hexahistidine 
 
L’exposition du marqueur hexahistidine a été forcée via l’ajout de 8 M d’urée dans 
l’OSF et dans le tampon de liaison lors de l’étape de chromatographie d’affinité sur la 







7. Vérification de la présence et de l’identité de la protéine de fusion 
 
La présence de la protéine de fusion de 48 kDa a été vérifiée par SDS-PAGE 15% 
et  son identité a été confirmée par buvardage en point et immunobuvardage sur membrane 
de nitrocellulose en utilisant des anticorps polyclonaux anti-STb de lapin HS24.  
a. Buvardage en point 
 
Une membrane de nitrocellulose de dix centimètres par deux centimètres a été 
divisée en cinq parts égales. Dans la première section 5 µL d’eau ont été déposés, puis dans 
chacune des autres sections 2,5 µL d’un des échantillons récoltés ont été placés. Une fois 
ces microgouttes sèches,  2,5 µL ont été ajoutés sur les gouttes précédemment déposées de 
chacun des échantillons récoltés. Par la suite, la membrane a été trempée dans une solution 
de 5% BSA (Bovine Serum Albumin)/TBS-T (Tris Buffered Saline-Tween 20) (0,2 M 
Tris, 1,5 M NaCl, 0,05% Tween 20) pendant 30 minutes puis l’anticorps primaire IgG anti-
STb de lapin HS24 a été ajouté à une dilution de 1:2000 dans une solution de 0,1% 
BSA/TBS-T pendant 16 heures à 4°C sur une plaque agitatrice.  La membrane a ensuite été 
lavée trois fois pendant cinq minutes avec du TBS-T puis l’anticorps secondaire anti-IgG 
de lapin couplé à HRP (HorseRadish Peroxydase) a été ajouté à une dilution de 1:2000 
dans une solution de 0,1% BSA/TBS-T pendant une heure. Enfin, la membrane a été lavée 
deux fois pendant cinq minutes avec du TBS-T et une fois pendant cinq minutes avec du 
TBS (0,2 M Tris, 1,5 M NaCl) puis le TMB (Tétra-Méthyl-Benzidine) a été versé sur la 
membrane jusqu’à l’apparition de tâches bleutées.  
 
b. SDS-PAGE 15% 
 
Un gel de séparation 15% a été préparé : 
 
1) 2,5 mL de tampon de bas du gel pH 8,8 (1,5 M Tris-base, 0,4% SDS)  
2) 2,5 mL d’eau 
3) 5 mL d’Acryl/Bis 30% (Acrylamide/Bis-acrylamide) 
4) 30 µL d’APS 10% (Ammonium PerSulfate) 
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5) 10 µL de TEMED (Tétra-Méthyl-Éthylène-Diamine) 
 
Le gel de séparation a été coulé dans le montage au 2/3 puis le gel de compactage 4,5% a 
été préparé :  
 
1) 1,25 mL de tampon de haut du gel pH 6,8 (0,5 M Tris-base, 0,4% SDS) 
2) 3 mL d’eau 
3) 750 µL d’Acryl/Bis 30% 
4) 30 µL d’APS 10% 
5) 10 µL de TEMED 
 
Une fois la polymérisation du gel de séparation terminée, le gel de compactage a été coulé 
dans le montage au 1/3 restant et le peigne a été inséré dans ce dernier afin de former des 
puits. Les échantillons ont ensuite été préparés en mélangeant 8 µL de chaque  échantillon 
récolté avec 10 µL de tampon de solubilisation (10 % glycérol, 5% β-mercaptoéthanol, 3% 
SDS, 0,0625 M Tris (pH 6,8), 0,01% bleu de bromophénol) et dénaturés pendant 10 
minutes à 95°C puis centrifugés rapidement. L’échelle de poids moléculaire (Invitrogen 
#10747-012) et les échantillons à tester ont été déposés dans les puits. Le tampon 
d’électrophorèse (25 mM Tris, 250 mM glycine, 0,1% SDS) a été versé dans le montage 
jusqu’à recouvrir complétement le gel. Pour commencer l’électrophorèse, le courant a été 
allumé à 100V pendant 15 minutes, le temps que les échantillons traversent le gel de 
compactage, puis il a été monté à 200V pendant 45 minutes, jusqu’à ce que les échantillons 
atteignent le bout du gel de séparation. Le courant a ensuite été éteint, le montage a été 
séparé et le gel a été déposé dans une boite de pétri dans laquelle la solution de coloration 
(45% méthanol, 10% acide acétique glaciale, 0,3% bleu de coomassie R250) a été ajoutée 
pendant 30 minutes. Enfin, le gel a été décoloré à plusieurs reprises avec la solution de 







Un SDS-PAGE 15% a été réalisé. Toutefois, les échantillons ont été préparés en 
mélangeant 10 µL de chaque  échantillon récolté avec 5 µL de tampon de chargement 6X 
(60% glycérol, 0,06% bromophénol bleu, 12% SDS, 600 mM DTT, 300 mM Tris-HCl pH 
6,8) et dénaturés pendant 10 minutes à 95°C. L’échelle de poids moléculaire (Biorad 
#1610373) et les échantillons à tester ont ensuite été déposés dans les puits. Le tampon 
d’électrophorèse (25 mM Tris, 250 mM glycine, 0,1% SDS) a été versé dans le montage 
jusqu’à recouvrir complétement le gel. Puis pour débuter l’électrophorèse, le courant a été 
allumé à 100V pendant 15 minutes, le temps que les échantillons traversent le gel de 
compactage, puis il a été monté à 200V pendant 45 minutes, jusqu’à ce que les échantillons 
atteignent le bout du gel de séparation. Le courant a ensuite été éteint et le gel a été placé 
dans une boite de pétri dans laquelle du tampon de transfert (20% méthanol, 25 mM Tris, 
190 mM glycine, pH 8,3) a été ajouté pendant 15 minutes. Pendant ce temps, une 
membrane de nitrocellulose et deux papiers filtres ont été découpés aux dimensions du gel 






La cassette a ensuite été placée dans le module, lui-même placé dans la cuve. 
L’unité de refroidissement, préalablement placée au congélateur, a été ajoutée à la cuve.  
Le tout a été recouvert de tampon de transfert. Pour le transfert, le courant a été allumé à 
100V pendant une heure. Après le transfert, le sandwich a été désassemblé et la membrane 
a été placée dans une boite de pétri contenant une solution de 2% lait en poudre 
écrémé/TBS pendant une heure. Par la suite elle a été incubée avec l’anticorps primaire 
IgG anti-STb de lapin HS24 à une dilution de 1:2000 dans une solution de 2% lait en 
poudre écrémé/TBS pendant 16 heures à 4°C sur une plaque agitatrice. La membrane a 
ensuite été lavée trois fois pendant cinq minutes avec du TBS puis l’anticorps secondaire 
anti-IgG de lapin couplé à HRP a été ajouté à une dilution de 1:2000 dans une solution de 
2% lait/TBS pendant une heure. Finalement, la membrane a été lavée trois fois pendant 
cinq minutes avec du TBS-T puis le TMB a été versé sur la membrane jusqu’à l’apparition 














































Étant donné les difficultés rencontrées lors de la production et la purification de 
STb dues à la faible affinité du système MBP-amylose, l’ajout d’un marqueur histidine a 
été envisagé afin de contrecarrer ce problème. De ce fait, le but du projet était de réaliser 
un clone à partir du plasmide pMAL-STb, codant pour la protéine de fusion MBP-STb, en 
y ajoutant un marqueur histidine, puis de vérifier si ce clone permettait une production 
importante et/ou une purification plus efficace de la protéine de fusion. 
 
Figure 9 : Électrophorèse sur gel d’agarose 0,7% du plasmide pMAL-STb extrait à l’aide 
d’une trousse commerciale (QIAfilter plasmid maxi kit, QIAGEN #12262) et visualisé 
avec un appareil Alpha Imager mini system (Protein Simple #92-14023-00) 
 
 
Une première électrophorèse sur gel d’agarose a été réalisée afin de vérifier la 
présence du plasmide pMAL-STb suite à l’extraction plasmidique faite à l’aide d’une 
trousse commerciale (QIAfilter plasmid maxi kit, QIAGEN #12262). Ainsi, les puits 1, 2, 
3 et 4 contiennent différents échantillons des étapes intermédiaires de l’extraction 
plasmidique tandis que le puits 5 contient la dernière étape de l’extraction plasmidique. 
L’échelle de poids moléculaire (Thermofisher #15628019) utilisée contient des protéines 
de 100 à 2000 paires de base (pb). Il est alors possible de voir une large bande de 6339 pb 
dans le puits 5, confirmant la présence du plasmide pMAL-STb qui est la base des 
constructions plasmidiques à venir. 







Figure 10 : Électrophorèse sur gel d’agarose 1% suite à la digestion du plasmide pMAL-




Une seconde électrophorèse sur gel d’agarose a été effectuée afin de vérifier la 
digestion du plasmide pMAL-STb par les enzymes de restriction Hpa1 et Kpn1. Ainsi, les 
puits 1 et 2 contiennent respectivement, le plasmide pMAL-STb et Hpa1 (témoin positif ; 
1) et le plasmide pMAL-STb et Kpn1 (témoin positif ; 2) alors que les puits 3 et 4 
contiennent le plasmide pMAL-STb ainsi que Hpa1 et Kpn1 (3,4). L’échelle de poids 
moléculaire (Thermofisher #10787018) utilisée contient des protéines de 100 à 12 000 pb. 
Il est alors possible de constater la présence d’une bande de 4557 pb dans les puits 3 et 4 
confirmant la digestion du plasmide parental par Hpa1 et Kpn1. Cette digestion du 
plasmide pMAL-STb permet l’ajout subséquent du marqueur hexahistidine entre les gènes 
















Figure 11 : Électrophorèse  sur gel d’agarose 0,8% suite à la réaction de polymérase en 
chaîne pour la réalisation du plasmide pMAL-His6-STb visualisé avec un appareil Alpha 
Imager mini system (Protein Simple #92-14023-00) 
 
 
Cette électrophorèse sur gel d’agarose a été faite afin de confirmer la 
polymérisation du fragment d’ADN portant le site de restriction de Hpa1, le marqueur 
hexahistidine et le site de restriction de Kpn1.  Ainsi, les puits contiennent de l’eau (témoin 
négatif ; 1) et le produit de la réaction de polymérase en chaîne (PCR) (2). L’échelle de 
poids moléculaire (Thermofisher #10787018) utilisée contient des protéines de 100 à 12 
000 pb. L’électrophorèse sur gel d’agarose réalisée suite à la PCR impliquant le plasmide 
pMAL-STb parental, une amorce sens de 30 pb contenant le site de restriction de Hpa1 et 
une amorce anti-sens de 45 pb contenant le site de restriction de Kpn1 ainsi que le 
marqueur hexahistidine, a démontré la présence d’une bande de 1811 pb dans le puits 2 
correspondant au fragment d’ADN d’intérêt. L’obtention de ce fragment permet par la 
suite de construire le plasmide pMAL-His6-STb par ligation du plasmide pMAL-STb et du 











Figure 12 : Résultat de séquençage obtenu suite à la transformation d’E. coli compétentes 




















Suite à la transformation d’E. coli compétentes DH5α avec le plasmide pMAL-
His6-STb, le plasmide a été extrait puis envoyé à séquencer afin de certifier la présence du 
marqueur hexahistidine dans ce dernier. Le séquençage a révélé la présence du marqueur 
hexahistidine, ici en gras, dans le plasmide. À noter qu’il est possible de voir uniquement 
le site de restriction de Kpn1, ici souligné, car il s’agit d’un fragment du plasmide séquencé 
et que le site de restriction de Hpa1 se trouve en amont. Une fois le clone produit, la 




Figure 13 : SDS-PAGE 15% du fluide de choc osmotique dialysé obtenu à partir de la 
souche recombinante pMAL-His6-STb et chromatographié sur colonne HisTrap HP en 
absence et présence d’un traitement à l’urée 8M 
 
 
Afin de vérifier la présence de la protéine de fusion tout au long de sa production et 
de sa purification, un SDS-PAGE a été préparé. Une bande similaire de 48 kDa est visible 
dans les puits  1, 2 et 4, qui correspondent respectivement au fluide de choc osmotique 
avant le passage sur la colonne HisTrap HP (témoin positif ; 1), à la fraction non retenue en 
l’absence de traitement à l’urée 8M (2) et à la fraction non retenue en présence de 
traitement à l’urée 8M (4).  Cependant, cette bande de 48 kDa n’est pas présente dans les 
puits 3 et 5, qui correspondent respectivement à l’éluât sans traitement à l’urée 8M (3) et à 
l’éluât avec traitement à l’urée 8M (5). L’échelle de poids moléculaire (Invitrogen #10747-
012) utilisée contient 15 protéines de 10 à 220 kDa. La protéine de fusion est donc bien 
produite par la souche recombinante, mais celle-ci ne se fixe pas à la colonne HisTrap HP 
lors de sa purification par chromatographie d’affinité, aussi bien en absence qu’en présence 
d’urée 8M. 
1 2 3 4 5 
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Figure 14 : Immunobuvardage du fluide de choc osmotique dialysé obtenu à partir de la 
souche recombinante pMAL-His6-STb et chromatographié sur colonne HisTrap HP en 
absence et présence d’un traitement à l’urée 8M en utilisant des anticorps polyclonaux de 
lapin anti-STb HS24 	
 
 
Afin de confirmer les résultats observés par SDS-PAGE, un imunobuvardage a 
ensuite été réalisé. Une bande similaire de 48 kDa est visible dans les puits  1, 2 et 4, qui 
correspondent respectivement au fluide de choc osmotique avant le passage sur la colonne 
HisTrap HP (témoin positif ; 1), à la fraction non retenue en l’absence de traitement à 
l’urée 8M (2) et à la fraction non retenue en présence de traitement à l’urée 8M (4). 
Cependant, la bande de 48 kDa n’est pas présente dans les puits 3 et 5, qui correspondent 
respectivement à l’éluât sans traitement à l’urée 8M (3) et à l’éluât avec traitement à l’urée 
8M (5). L’échelle de poids moléculaire (Biorad #1610373) utilisée contient 10 protéines de 
10 à 250 kDa. Ainsi, l’immunobuvardage a confirmé les observations faites avec le SDS-
PAGE. MBP-His6-STb est bel et bien produite par le clone mais n’est pas capable de se 
fixer à la colonne HisTrap HP afin d’être purifiée par chromatographie d’affinité, aussi 
bien en absence qu’en présence d’urée 8M. 
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Figure 15 : Buvardage en point du fluide de choc osmotique dialysé obtenu à partir de la 
souche recombinante pMAL-His6-STb et chromatographié sur colonne HisTrap HP en 




Un buvardage en point a aussi été effectué afin d’appuyer les résultats obtenus par 
SDS-PAGE et par immunobuvardage. Une tâche bleutée peut ainsi être observée dans les 
sections 2, 3 et 4, qui correspondent respectivement au fluide de choc osmotique avant le 
passage sur la colonne HisTrap HP (contrôle positif ; 2) et à différents échantillons du 
matériel non retenu par la colonne (3,4). Cependant, cette tâche bleutée n’est pas visible 
dans les sections 1 et 5, qui correspondent respectivement à de l’eau (témoin négatif ; 1) et 
à l’éluât (5). Le buvardage en point permet donc de corroborer les observations faites 
précédemment avec le SDS-PAGE et l’immunobuvardage. De ce fait, l’éventualité d’une 
nouvelle construction plasmidique est abordée, dans le but d’éviter les problèmes 
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Figure 16 : Électrophorèse  sur gel d’agarose 1,5% suite à la réaction de polymérase en 
chaîne pour la réalisation du plasmide pHis10-MAL-STb visualisé avec un appareil Alpha 




Cette électrophorèse sur gel d’agarose a été faite afin de confirmer la 
polymérisation du plasmide pHis10-MAL-STb. Ainsi, Les puits contiennent de l’eau 
(témoin négatif ; 1) et le produit de PCR (2). L’échelle de poids moléculaire (CivicBio 
#TGBM201) utilisée contient des protéines de 1000 à 10 000 pb. L’électrophorèse sur gel 
d’agarose réalisée suite à la PCR impliquant le plasmide pMAL-STb parental, une amorce 
sens de 51 pb et une amorce anti-sens de 59 pb, contenant toutes les deux le marqueur 
décahistidine, a mis en évidence la présence du plasmide pHis10-MAL-STb sous la forme 














Figure 17 : Résultat de séquençage obtenu suite à la transformation de cellules DMT 
compétentes par le plasmide pHis10-MAL-STb (Laboratoire de génétique vétérinaire à la 
























Suite à la transformation de cellules DMT compétentes avec le plasmide pHis10-
MAL-STb, le plasmide a été extrait puis envoyé à séquencer afin de certifier la présence du 
marqueur décahistidine dans ce dernier. Le séquençage a révélé la présence du marqueur 
décahistidine, ici en gras, dans le plasmide. Une fois le clone produit, la production et la 




Figure 18 : SDS-PAGE 15% du fluide de choc osmotique dialysé obtenu à partir de la 




Afin de vérifier la présence de la protéine de fusion tout au long de sa production et 
de sa purification, un SDS-PAGE a été préparé. Une bande similaire de 48 kDa est visible 
dans les puits  1 et 6, qui correspondent respectivement au fluide de choc osmotique avant 
le passage sur la colonne HisTrap HP (témoin positif ; 1) et à l’éluât (6). Cependant, la 
bande de 48 kDa n’est pas présente dans les puits 2, 3, 4 et 5 qui correspondent à différents 
échantillons du matériel non retenu par la colonne (2,3,4,5). L’échelle de poids moléculaire 
(Invitrogen #10747-012) utilisée contient 15 protéines de 10 à 220 kDa. La protéine de 
fusion est donc bien produite par la nouvelle souche recombinante, et celle-ci se fixe à la 
colonne HisTrap HP lors de sa purification par chromatographie d’affinité. 
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Figure 19 : Immunobuvardage du fluide de choc osmotique dialysé obtenu à partir de la 
souche recombinante pHis10-MAL-STb et chromatographié sur colonne HisTrap HP en 




Afin de confirmer les résultats observés par SDS-PAGE, un immunobuvardage a 
ensuite été réalisé. Une bande similaire de 48 kDa est visible dans les puits  1 et 6, qui 
correspondent respectivement au fluide de choc osmotique avant le passage sur la colonne 
HisTrap HP (témoin positif ; 1) et à l’éluât (6). Cependant, cette bande de 48 kDa n’est pas 
présente dans les puits 2, 3, 4 et 5 qui correspondent à différents échantillons du matériel 
non retenu par la colonne (2,3,4,5). L’échelle  de poids moléculaire (Biorad #1610373) 
utilisée contient dix protéines de 10 à 250 kDa. Ainsi, l’immunobuvardage a confirmé les 
observations faites avec le SDS-PAGE. His10-MBP-STb est bel et bien produite par le 
nouveau clone et est capable de se fixer à la colonne HisTrap HP afin d’être purifiée par 
chromatographie d’affinité. 
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Figure 20 : Buvardage en point du fluide de choc osmotique dialysé obtenu à partir de la 
souche recombinante pHis10-MAL-STb et chromatographié sur colonne HisTrap HP en 




Un buvardage en point a aussi été effectué afin d’appuyer les résultats obtenus par 
SDS-PAGE et par immunouvardage. Une tâche bleutée peut être observée dans les sections 
2 et 5 qui correspondent respectivement au fluide de choc osmotique avant le passage sur 
la colonne HisTrap HP (témoin positif ; 2) et à l’éluât (5). Cependant, cette tâche bleutée 
n’est pas visible dans les sections 1, 3 et 4, qui correspondent respectivement à de l’eau 
(témoin négatif ; 1) et à différents échantillons du matériel non retenu par la colonne (3,4). 
Le buvardage en point permet donc de corroborer les observations faites précédemment 
avec le SDS-PAGE et l’immunobuvardage. Ce nouveau clone pourrait être la solution aux 
problèmes liés à la production et à la purification de la toxine STb. 
 
 											




























Le but du projet était de produire une nouvelle souche recombinante à partir du 
plasmide pMAL-STb, codant pour la protéine de fusion MBP-STb, en y ajoutant un 
marqueur histidine, puis de vérifier si ce clone permettait une production importante et/ou 
une purification plus efficace de la protéine de fusion. MBP est reconnue pour améliorer le 
rendement et la solubilité de la protéine passagère (Kapust & Waugh, 1999 ; Fox & al., 
2003), en plus de lui permettre son transport du cytoplasme vers le périplasme de la cellule 
(Giuliani & al., 2001 ; Planson & al., 2003) alors que le marqueur histidine améliore 
l’affinité de la protéine de fusion pour la purification protéique (Waugh, 2005). L’histidine 
est l’acide aminé qui présente l’affinité la plus forte pour des matrices d’ions métalliques 
immobilisés (Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+). En effet, les groupements donneurs d’électrons sur 
l’histidine sont capables de former facilement des liaisons de coordination avec le métal 
immobilisé (Porath, 1992). En  raison de sa petite taille, de sa faible immunogénicité, de sa 
nature hydrophile et de sa versatilité en présence de différents détergents et additifs, dans 
des conditions aussi bien natives que dénaturantes, l’hexahistidine est à présent considéré 
comme le marqueur d’affinité le plus utilisé pour la purification de diverses protéines. Le 
plasmide pMAL-STb est constitué de la séquence signal de MBP, qui dirige l’exportation 
de la protéine de fusion du cytoplasme au périplasme de la cellule, et du gène malE codant 
pour MBP (42 kDa) fusionnée au gène estB codant pour STb (5,2 kDa). Cependant, ces 
deux gènes sont séparés par une séquence encodant un site de clivage spécifique au facteur 
Xa afin de séparer l’entérotoxine STb du marqueur MBP. Ainsi, l’ajout d’un marqueur 
histidine devait impérativement se faire en amont du site de clivage, et par le même fait, en 
amont du gène estB ; soit entre les gènes malE et estB  soit en N-terminal du gène malE, 
afin que les marqueurs ne puissent pas interférer avec la structure ou l’activité de la toxine 
dans le cadre d’études subséquentes (Nallamsetty & al., 2005). 
 
Tout d’abord, afin de réaliser les différentes constructions plasmidiques, il était 
nécessaire de procéder à une extraction plasmidique sur la souche E. coli HB101 portant le 
plasmide pMAL-STb (Bossé & al., 1993). Suite à l’extraction plasmidique, il a été possible 




Dès lors, il a été possible d’entamer une nouvelle construction plasmidique à partir 
du plasmide pMAL-STb en y ajoutant un marqueur hexahistidine entre le gène malE et le 
gène estB dans le but d’obtenir le plasmide pMAL-His6-STb. Il est recommandé d’utiliser 
un nombre réduit de résidus histidine afin de minimiser de possibles perturbations de 
fonction de la protéine d’intérêt. En général, un marqueur hexahistidine est un choix 
approprié pour le premier essai lorsqu’on ajoute un nouveau marqueur polyhistidine à une 
protéine (Bornhorst & Falke, 2010). Dans un premier temps, le plasmide pMAL-STb 
parental a été digéré par les enzymes de restriction Hpa1 et Kpn1 pour donner un plasmide 
linéaire de 4557 pb (Figure 10). En effet, Hpa1 coupe le plasmide entre les nucléotides 937 
et 938 au site GTTAAC tandis que Kpn1 coupe le plasmide entre les nucléotides 2719 et 
2720 au site GGTACC retirant ainsi 1782 pb au plasmide pMAL-STb parental. 
Parallèlement, une réaction de polymérase en chaîne impliquant le plasmide pMAL-STb 
parental, une amorce sens de 30 pb contenant le site de restriction de Hpa1 et une amorce 
anti-sens de 45 pb contenant le site de restriction de Kpn1 ainsi que le marqueur 
hexahistidine, a été réalisée afin d’obtenir un produit de PCR de 1811 pb contenant le 
marqueur hexahistidine (Figure11). Dans un second temps, le plasmide pMAL-STb digéré 
de 4557 pb et le produit de PCR digéré de 1800 pb, l’un et l’autre digérés par les enzymes 
de restriction Hpa1 et Kpn1, ont été liés via une étape de ligation et transformés dans des 
E. coli DH5α compétentes résultant en une souche recombinante portant un plasmide de 
6357 pb nommé pMAL-His6-STb. La présence du marqueur hexahistidine dans le 
plasmide porté par la souche recombinante a ensuite été confirmée par séquençage (Figure 
12). 
 
Suite à la chromatographie d’affinité, il a été possible de constater par SDS-PAGE 
qu’en absence de traitement à l’urée 8M, la protéine de fusion MBP-His6-STb se trouvait 
dans le matériel non retenu par la colonne sous la forme d’une bande d’environ 47 kDa 
(Figure 13). L’un des problèmes potentiels est l’incapacité du marqueur hexahistidine à se 
lier au métal immobilisé en raison de l’occlusion du marqueur dans la protéine repliée. Le 
repositionnement du marqueur à l’une des extrémités de la protéine ou la dénaturation de la 
protéine lors de sa purification pourrait résoudre ce problème (Bornhorst & Falke, 2010). 
L’ajout d’urée 8M devait permettre de dénaturer la protéine de fusion et d’améliorer 
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l’exposition du marqueur (Bennion & Daggett, 2003). En effet, la capacité de l’urée à 
interagir avec les résidus polaires et apolaires des protéines a été reconnue comme étant 
bénéfique à leur dénaturation (Roseman & Jencks, 1975). De plus, l’urée altère la structure 
et la dynamique de l’eau, diminuant l’effet hydrophobe et augmentant l’exposition des 
résidus hydrophobes ce qui permet la solvatation des groupes hydrophobes entrainant la 
dénaturation des protéines (Zou & al., 2002). Ainsi, l’urée est capable de dénaturer des 
protéines via des mécanismes directs et indirects. Cependant, en présence de traitement à 
l’urée 8M, la protéine de fusion MBP-His6-STb se trouvait encore dans la fraction non 
retenue par la colonne sous la forme d’une bande d’environ 48 kDa (Figure 13). L’urée 8M 
ne suffisait pas à exposer efficacement le marqueur hexahistidine lorsque celui-ci était 
placé en amont du gène estB, entre les gènes malE et estB. Ces résultats furent confirmés 
par immunobuvardage (Figure 14) et par buvardage en point (Figure 15) en utilisant des 
anticorps polyclonaux de lapin anti-STb puisque la présence de la protéine de fusion fut 
observée à plusieurs reprises dans le matériel non retenu par la colonne, mais pas dans 
l’éluât.  
 
La position du marqueur histidine est d’une grande importance. Par exemple, une 
étude menée par Block & al. a démontré que le positionnement du marqueur, soit en N-
terminal, soit en C-terminal, pouvait modifier le niveau d’expression et la solubilité de la 
protéine à l’étude. Ils ont alors montré que l’expression du marqueur en N-terminal 
améliorait l’expression de la majorité des protéines tandis que l’expression du marqueur en 
C-terminal améliorait la solubilité ainsi que la stabilité de la plupart des protéines (Block & 
al., 2009). Toutefois, le groupe de Nallamsetty & al. a révélé que l’ajout d’un marqueur 
histidine en N-terminal du marqueur MBP n’entravait pas la solubilité des différentes 
protéines passagères testées (Nallamsetty & al., 2005). Ainsi, le positionnement optimal du 
marqueur semble spécifique à la protéine à purifier. De plus, la longueur du marqueur peut 
également influencer l’expression et la purification d’une protéine. Généralement, un 
marqueur hexahistidine est assez long pour produire des interactions de forte affinité avec 
la matrice d’ions métalliques immobilisés (Bornhorst & Falke, 2010). Cependant, des 
marqueurs plus courts et plus longs que le marqueur hexahistidine ont déjà été utilisés avec 
succès. Ainsi, dans certains cas, l’utilisation d’un marqueur décahistidine a permis une 
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hausse de la pureté de la protéine passagère (Mohanty & Wiener, 2004). Le marqueur 
décahistidine améliore l’interaction avec la matrice d’ions métalliques immobilisés et 
permet l’utilisation de conditions de lavage plus rigoureuses (Tucker & Grisshammer, 
1996). 
 
De ce fait, la construction d’une autre souche recombinante à partir du plasmide 
pMAL-STb a été entreprise, cette fois, en y plaçant un marqueur décahistidine en N-
terminal du gène malE, afin de réaliser le plasmide pHis10-MAL-STb. Ainsi, une réaction 
de polymérase en chaîne impliquant le plasmide pMAL-STb parental, une amorce sens de 
51 pb et une amorce anti-sens de 59 pb, contenant toutes les deux le marqueur 
décahistidine, a été réalisée afin d’obtenir un produit de PCR de 6369 pb contenant le 
marqueur hexahistidine (Figure 16). Par la suite, le produit de PCR a été transformé dans 
des cellules DMT compétentes résultant en une souche recombinante portant un plasmide 
de 6369 pb nommé pHis10-MAL-STb. La présence du marqueur décahistidine dans le 
plasmide porté par la souche recombinante a ensuite été confirmée par séquençage (Figure 
17). 
 
Suite à la chromatographie d’affinité, il a été possible de constater par SDS-PAGE 
15% que la protéine de fusion His10-MBP-STb se trouvait dans l’éluât sous la forme d’une 
bande d’environ 47 kDa, sans perte visible de celle-ci dans la fraction non retenue par la 
colonne (Figure 18). Ainsi, le marqueur décahistidine était suffisamment exposé 
permettant sa liaison au nickel de la colonne HisTrap HP. L’ajout d’urée 8M n’était donc 
pas nécessaire dans ce cas-ci. Ces résultats furent confirmés par immunobuvardage (Figure 
19) et par buvardage en point (Figure 20) en utilisant des anticorps polyclonaux de lapin 
anti-STb puisque la présence de la protéine de fusion fut observée dans l’éluât, mais pas 
dans la fraction non retenue par la colonne.  
 
Un autre problème avec l’utilisation de marqueurs polyhistidine est la liaison non 
spécifique de protéines non marquées à la matrice d’ions métalliques immobilisés. 
L’histidine représente environ 2% des acides aminés d’une protéine, de ce fait, il est 
relativement rare de retrouver plusieurs histidines enlignées côte à côte. Cependant, 
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quelques protéines cellulaires contiennent plus de deux résidus histidine adjacents (Schmitt 
& al., 1993). Ces protéines peuvent avoir une affinité pour la colonne et peuvent de ce fait 
co-éluer avec la protéine d’intérêt, aboutissant à la contamination du produit final. 
Cependant, ce problème est surtout présents dans des systèmes eucaryotes, tels que 





























































Selon les résultats obtenus lors de ce projet, il est possible de conclure que l’ajout 
d’un marqueur décahistidine en N-terminal du gène malE dans le plasmide pMAL-STb a 
permis de produire et de purifier la protéine de fusion His10-MBP-STb en limitant les 
pertes lors des différentes étapes de production et de purification. Il serait intéressant de  
poursuivre des expériences avec le clone DMT pHis10-MAL-STb afin de quantifier la 
quantité et la pureté de la protéine produite et purifiée, puis de comparer ces données avec 
les données obtenues avec la souche HB101 pMAL-STb lors des mêmes expériences. Par 
la suite, il faudrait cliver la protéine de fusion His10-MBP-STb avec le facteur Xa afin de 
séparer l’entérotoxine STb des marqueurs décahistidine et MBP (His10-MBP) puis repasser 
le tout sur la colonne chargée en nickel ; la fraction contenant les marqueurs His10-MBP 
s’attacherait à la colonne alors que la fraction contenant STb ne serait pas retenue par la 
colonne. De plus, l’activité biologique de la toxine pourrait aussi être vérifiée. Pour cela, 
différents tests pourraient être effectués. Par exemple, la mesure de la résistance électrique 
transépithéliale (TER) est un bon indice pour vérifier la forme biologiquement active de 
STb. Il s’agit d’une mesure du mouvement d’ion passif au niveau de la barrière de 
l’épithélium, où une diminution de la résistance indique une augmentation de la 
perméabilité. Ainsi, en 2013, Ngendahayo Mukiza et Dubreuil ont effectué ce test, en 
ensemencant des cellules épithéliales de côlon humain (T84) sur des supports perméables 
de polycarbonate recouverts de collagène et en les mettant en contact avec STb pendant 4 
heures ou 24 heures. Alors, une diminution de la TER a été constatée après 4 heures, mais 
les changements les plus probants ont été observés après 24 heures d’exposition à la toxine. 
De plus, des tests de perméabilité paracellulaire sont également envisageables pour 
confirmer l’activité biologique de STb. En utilisant le même système, Ngendahayo Mukiza 
et Dubreuil, ont mesuré le passage de FITC-BSA au travers de la monocouche de cellules, 
du compartiment apical au compartiment basolatéral des supports perméables, en présence 
de la toxine après 24 heures. Ainsi, il a été possible de constater une augmentation de la 
perméabilité paracellulaire lorsque les cellules étaient traitées avec STb (Ngendahayo 
Mukiza & Dubreuil, 2013). 
 
Dès lors, il sera possible d’effectuer de nouvelles études sur STb, par exemple, sur 
l’internalisation de cette entérotoxine dans les cellules de l’épithélium intestinal, en 
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utilisant des inhibiteurs et des fluoromarqueurs de voies endocytaires. Une telle étude 
permettrait d’offrir une meilleure compréhension du mécanisme d’internalisation de STb, 
une étape importante dans l’établissement de l’intoxication, afin d’envisager de nouvelles 
stratégies thérapeutiques pour prévenir les diarrhées aqueuses causées par Escherichia coli 
entérotoxinogène. En ce moment, les vaccins disponibles sur le marché contre les 
infections aux ETEC reposent sur les CF et LTB. Cependant, étant donné l’importance de 
STb comme facteur de virulence, il serait également intéressant de poursuivre les études 
dans l’élaboration de vaccin avec STb comme l’un des antigènes afin de proposer un 
vaccin offrant une vaste protection contre les infections aux ETEC. 
 
Ce projet a permis de produire et de purifier efficacement l’entérotoxine STb 
d’Escherichia coli grâce à la construction d’une souche DMT recombinante portant le 
plasmide pHis10-MAL-STb codant pour la protéine de fusion His10-MBP-STb. Ce nouveau 
clone et cette nouvelle méthode pour la production et la purification de STb devrait 








Akashi N., Hitotsubashi S., Yamanaka H., Fujii Y., Tsuji T., Miyam A., Encarnacion 
Joya J., Okamoto K. (1993) Production of heat-stable enterotoxin I1 by chicken clinical 
isolates of Escherichia coli. FEMS Microbiol Lett. 109:311-316.  
 
Albert M. A, Kojic L. D., Nabi I. R., Dubreuil J. D. (2011) Cell type-dependent 
internalization of the Escherichia coli STb enterotoxin. FEMS Immunol Med 
Microbiol. 61(2):205-217. 
 
Arriaga Y. L., Harville B. A., Dreyfus L. A. (1995) Contribution of individual disulfide 
bonds to biological action of Escherichia coli heat-stable enterotoxin B. Infect Immun. 
63:4715-4720. 
 
Bauer M. E., Welch R. A. (1996) Characterization of an RTX toxin from 
enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7. Infect Immun. 64:167–175. 
 
Beausoleil H. E., Dubreuil J. D. (2001) In vitro binding characteristics and affinity for 
sulfatide of Escherichia coli STb enterotoxin. Receptors Channels 7:401-411. 
 
Beausoleil H. E., Lépine F., Dubreuil J. D. (2002) LC-MS analysis of pig intestine 
sulfatides: interaction with Escherichia coli STb enterotoxin and characterization of 
molecular species present. FEMS Microbiol Lett. 209(2):183-188. 
 
Bennion B. J., Daggett V. (2003) The molecular basis for the chemical denaturation of 
proteins by urea. Proc Natl Acad Sci USA. 100(9):5142–5147. 
 
Benz I., Schmidt M. A. (1999) AIDA-I, the adhesin involved in diffuse adherence of 
the diarrhoeagenic Escherichia coli strain 2787 (O126:H27), is synthesized via a 
precursor molecule. Mol Microbiol. 6(11):1539-1546.  
 
Berberov E. M., Zhou Y., Francis D. H., Scott M. A., Kachman S. D., Moxley R. A. 
(2004) Relative importance of heat-labile enterotoxin in the causation of severe 
diarrheal disease in the gnotobiotic piglet model by a strain of enterotoxigenic E. coli 
that produces multiple enterotoxins. Infect Immun. 72:3914–3924. 
 
Bernier C., Gounon P., Le Bouguénec C. (2002) Identification of an aggregative 
adhesion fimbria (AAF) type III-encoding operon in enteroaggregative Escherichia coli 
as a sensitive probe for detecting the AAF-encoding operon family. Infect Immun. 
70:4302-4311. 
 
Beutin L. (1999) Escherichia coli as a pathogen in dogs and cats. Vet Res. 30:285-298. 
 
Block H., Maertens B., Spriestersbach A., Brinker N, Kubicek J, Fabis R., Labahn J., 
Schafer F. (2009) Immobilized-Metal Affinity Chromatography (IMAC). In : Guide to 





Bossé M., Handl C., Lortié L. A., Harel J., Dubreuil J. D. (1993) Fusion of the genes 
encoding Escherichia coli heat-stable enterotoxin b (STb) and the maltose-binding 
protein to obtain mature STb enterotoxin. Journal of General Microbiology 139:631-
638. 
 
Bornhorst J. A., Falke J. J. (2010) Purification of Proteins Using Polyhistidine Affinity 
Tags. Methods Enzymol. 326:245-254. 
 
Burgess M. N., Bywater R. J., Cowley C. M., Mullan N. A., Newsome, P. M. (1978) 
Biological evaluation of a methanol-soluble Escherichia coli enterotoxin in infant 
mice, pigs, rabbits and calves. Infect Immun. 59:198-203.  
 
Busque P., Letellier A., Harel J. and Dubreuil J. D. (1995) Production of Escherichia 
coli STb enterotoxin is subject to catabolite repression. Microbiology 141(7):1621-
1627. 
 
Calderwood S. B., Acheson D. W. K., Keusch G. T., Barrett T. J., Griffin P. M., 
Strockbine N. A., Swaminathan B., Kaper J. B., Levine M. M., Kaplan B. S., Karch H., 
O’Brien A. D., Obrig T. G., Takeda Y., Tarr P. I., Wachsmuth I. K. (1996) Proposed 
new nomenclature for SLT (VT) family. ASM News 62:118–119. 
 
Casey T. A., Herring C. J., Schneider R. A., Bosworth B. T., Whipp S. C. (1998) 
Expression of heat-stable enterotoxin STb by adherent Escherichia coli is not sufficient 
to cause severe diarrhea in neonatal pigs. Infect Immun. 66:1270–1272.  
 
Chao K. L., Dreyfus L. A. (1997)  Interaction of Escherichia coli heat-stable 
enterotoxin B with cultured human intestinal epithelial cells. Infect Immun. 65:3209–
3217. 
 
Chayen N. E. (2004) Turning protein crystallization from an art into a science. Curr. 
Opin. Struct. Biol. 14:577-583. 
 
Chen H. D., Frankel G. (2005) Enteropathogenic Escherichia coli: unravelling 
pathogenesis. FEMS Microbiol Rev. 29(1):83-98.  
 
Choi C., Wan-Seob C., Han-Kook C., Jung T., Kim J., Chae C. (2001) Prevalence of 
the enteroaggregative Escherichia coli heat-stable enterotoxin 1 (EAST1) gene in 
isolates in weaned pigs with diarrhea and/or edema disease. Vet Microbiol. 81:65-71. 
 
Coddens A., Valis E., Benktander J., Ångström J., Breimer M. E., Cox E., Teneberg S. 
(2011) Erythrocyte and porcine intestinal glycosphingolipids recognized by F4 
fimbriae of enterotoxigenic Escherichia coli. PLoS One 6(9):e23309.  
 
Côté J. P., Berthiaume F., Houle S., Fairbrother J. M., Dozois C. M., Mourez M. (2012) 
Identification and mechanism of evolution of new alleles coding for the AIDA-I 
	 	
	79	
autotransporter of porcine pathogenic Escherichia coli. Appl Environ Microbiol. 
78(13):4597-4605. 
 
Crowe J., Döbeli H., Gentz R., Hochuli E., Stüber D., Henco K. (1994) 6xHis-Ni-NTA 
chromatography as a superior technique in recombinant protein expression/purification. 
Methods Mol Biol. 31:371-87. 
 
Czeczulin J. R. (1997) Aggregative adherence fimbria II, a second fimbrial antigen 
mediating aggregative adherence in enteroaggregative Escherichia coli. Infect Immun. 
65:4135–4145. 
 
DebRoy C., Roberts E., Scheuchenzuber W., Kariyawasam S., Jayarao B. M. (2009) 
Comparison of genotypes of Escherichia coli strains carrying F18ab and F18ac 
fimbriae from pigs. J Vet Diagn Invest. 21(3):359-364.  
 
Donnenberg M. S., Girón J. A., Nataro J. P., Kaper J. B. (1992) A plasmid-encoded 
type IV fimbrial gene of enteropathogenic Escherichia coli associated with localized 
adherence. Mol Microbiol. 6:3427–3437. 
 
Donnenberg M. S., Tzipori S., McKee M. L., O'Brien A. D., Alroy J., Kaper J.B. 
(1993) The role of the eae gene of enterohemorrhagic Escherichia coli in intimate 
attachment in vitro and in a porcine model. J Clin Invest. 92(3):1418-1424.  
 
Drasar B. S., Hill M. J. (1974) Human intestinal flora. Academic Press, Londres, p.36-
43. 
 
Dreyfus L. A., Urban R. G., Whipp S. C., Slaughter C., Tachias K., Kupersztoch Y. M. 
(1992) Purification of the STB enterotoxin of Escherichia coli and the role of selected 
amino acids on its secretion, stability and toxicity. Mol Microbiol. 6:2397-2406. 
 
Dreyfus L. A., Harville B., Howard D. E., Shaban R., Beatty D. M., Morris S. J. (1993) 
Calcium influx mediated by the Escherichia coli heat-stable enterotoxin B (STB). Proc 
Natl Acad Sci USA. 90:3202–3206. 
 
Dubreuil J. D., Fairbrother J. M., Lallier R., Lariviere S. (1991) Production and 
purification of heat-stable enterotoxin b from a porcine Escherichia coli strain. Infect 
Immun. 58:198-203. 
 
Dubreuil J. D., Letellier A., Harel J. (1996) A recombinant Escherichia coli heat-stable 
enterotoxin b (STb) fusion protein eliciting neutralizing antibodies. FEMS Immunol 
Med Microbiol. 13:317-323. 
 




Dubreuil J. D. (2006) Escherichia coli, Vibrio, and Yersinia species heat-stable 
enterotoxins. In : Alouf J. E., Popoff M.R., editors. The comprehensive sourcebook of 
Bacterial Protein Toxins. Elsevier, Londres, p.798-811. 
 
Dubreuil J. D. (2007) Escherichia coli STb toxin and colibacillosis : knowing is half 
the battle. FEMS Microbiol Lett. 278(2):137-145. 
 
Dubreuil J. D. (2012) The whole Shebang : the gastrointestinal tract, Escherichia coli 
enterotoxins and secretion. Curr Issues Mol Biol. 14(2):71-82.  
 
Dubreuil J. D. (2013) Antibacterial and antidiarrheal activities of plant products against 
enterotoxinogenic Escherichia coli. Toxins 5(11):2009-2041. 
 
Dubreuil J. D. (2014) Enterotoxigenic E. coli (ETEC). In : Batt C. A., Tortorello M. L., 
editors.  Encyclopedia of Food Microbiology. Academic Press, Londres, p.729-731. 
 
Dubreuil J. D., Isaacson R. E., Schifferli D. M. (2016) Animal Enterotoxigenic 
Escherichia coli. In : Cellular and Molecular Biology of E. coli, Salmonella and the 
Enterobacteriacea. EcoSal Plus 7(1). 
 
Dunlop M. E., Larkins R. G. (1984) Activity of endogenous phospholipase C and 
phospholipase A, in glucose stimulated pancreatic islets. Biochem Biophys Res 
Commun. 120:820-827.  
 
Egile C. (1999) Activation of the CDC42 effector N-WASP by the Shigella flexneri 
IcsA protein promotes actin nucleation by Arp2/3 complex and bacterial actin-based 
motility. J Cell Biol. 146:1319–1332. 
 
Eklund S., Jodal M., Lundgren O. (1985) The enteric nervous system participates in the 
secretory response to the heat stable enterotoxins of Escherichia coli in rats and cats. 
Neuroscience 14(2):673-681. 
 
Escherich T. (1885) Die darmbakterien des neugeborenen und sauglings. Fortshr Med. 
3:5-15-522, 547-554. 
 
Fairbrother J. M., Gyles L. G. (2012) Colibacillosis. In : Diseases of Swine. 
Zimmerman J. J., Karriker L. A., Ramirez A., Schwartz K. J., Stevenson G. W., editors. 
10th edition, John Wiley and Sons, Inc. 53:723-749. 
 
Fairbrother J. M., Broes A., Jacques M., Lariviere S. (1989) Pathogenicity of 
Escherichia coli O115:K"V165 strains isolated from pigs with diarrhea. Am J Vet Res. 
50:1029-1036. 
 
Fairbrother J. M., Nadeau E., Gyles C. L. (2005) Escherichia coli in postweaning 
diarrhea in pigs: an update on bacterial types, pathogenesis, and prevention strategies. 
Anim Health Res Rev. 6:17-39. 
	 	
	81	
Fekete P. Z., Schneider G., Olasz F., Blum-Oehler G., Hacker J. H., Nagy B. (2003) 
Detection of a plasmid-encoded pathogenicity island in F18+ enterotoxigenic and 
verotoxigenic Escherichia coli from weaned pigs. J Med Microbiol. 293:287-298. 
 
Foreman D. T., Martinez Y., Coombs G., Torres A., Kupersztoch Y. M. (1995) TolC 
and DsbA are needed for the secretion of STB, a heat-stable enterotoxin of Escherichia 
coli. Mol Microbiol. 18:237-245. 
 
Fox J. D., Routzahn K. M., Bucher M. H., Waugh D. S. (2003) Maltodextrin-binding 
proteins from diverse bacteria and archaea are potent solubility enhancers. FEBS Lett. 
537:53-77. 
 
Francis D. H. (2002) Enterotoxigenic Escherichia coli infection in pigs and its 
diagnosis. J Swine Health Prod. 10:171–175. 
 
Francis D. H., Erickson A. K., Grange P. A. (1999) K88 adhesins of enterotoxigenic 
Escherichia coli and their porcine enterocyte receptors. Adv Exp Med Biol. 473:147-
154. 
 
Frydendahl K. (2002) Prevalence of serogroups and virulence genes in Escherichia coli 
associated with postweaning diarrhea and edema disease in pigs and a comparison of 
diagnostic approaches. Veterinary Microbiology 85(2):169-182.  
 
Fujii Y., Hayashi M., Hitotsubashi S., Fuke Y., Yamanaka H., Okamoto K. (1991) 
Purification and characterization of Escherichia coli heat-stable enterotoxin II. J 
Bacteriol. 173:5516-5522. 
 
Fujii Y., Okamuro Y., Hitotsubashi S., Saito  A.,  Akashi  N.,  Okamoto K. (1994) 
Effect of alterations of basic amino acid residues of Escherichia  coli heat-stable  
enterotoxin II on enterotoxicity. Infect lmmun. l62:2295-2301. 
 
Fujii Y., Nomura T., Yamanaka H. Okamoto K. (1997) Involvement of Ca(2+)-
calmodulin-dependent protein kinase II in the intestinal secretory action of Escherichia 
coli heat-stable enterotoxin II. Microbiol Immunol. 41:633–636. 
 
Fukuta S., Magnani J. L., Twiddy E. M., Holmes R. K., Ginsburg V. (1988) 
Comparison of the carbohydrate-binding specificities of cholera toxin and Escherichia 
coli heat-labile enterotoxins LTh-I, LTIIa, and LTIIb. Infect Immun. 56:1748-1753. 
 
Giuliani C. D., Iemma M. R., Bondioli A. C., Souza D. H., Ferreira L. L., Amaral A. 
C., Salvini T. F., Selistre-de-Araujo H. S. (2001) Expression of an active recombinant 
lysine 49 phospholipase A (2) myotozin as a fusion protein in bacteria. Toxicon 
39:1595-1600. 
 
Gomes T. A., Hernandes R. T., Torres A. G., Salvador F. A., Guth B. E., Vaz T. M., 
Irino K., Silva R. M., Vieira M. A. (2011) Adhesin-encoding genes from shiga toxin-
	 	
	82	
producing Escherichia coli are more prevalent in atypical than in typical 
enteropathogenic E. coli. J Clin Microbiol. 49(9):3334-3337.  
 
Gonçalves C., Dubreuil J. D. (2009) Effect of Escherichia coli STb toxin on NIH-3T3 
cells. FEMS Immunol Med Microbiol. 55(3):432-441. 
 
Gonçalves C., Vachon V., Schwartz J. L., Dubreuil J. D. (2007) The Escherichia coli 
enterotoxin STb permeabilizes piglet jejunal brush border membrane vesicles. Infect 
Immun. 75(5):2208-13. 
 
Goncalves C., Berthiaume F., Mourez M., Dubreuil J. D. (2008) Escherichia coli STb 
toxin binding to sulfatide and its inhibition by carragenan. FEMS Microbiol Lett. 
281:30-35. 
 
Gyles C. L. (1994) Escherichia coli verotoxin and other cytotoxins. In : Escherichia 
coli in Domestic Animals and Humans. C. L. Gyles, editor. CAB International, 
Wallingford, U.K., p.151-170. 
 
Gyles C. L., Fairbrother, J. M. (2010) Escherichia coli. In : Pathogenesis of bacterial 
infections in animals. Gyles C. L., Prescott J. F., Songer J. G., Thoen C. O., editors. 
Wiley-Blackwell, Ames, p.267-298.  
 
Ha S. K., Choi C., Chae C. (2003) Prevalence of a gene encoding adhesin involved in 
diffuse adherence among Escherichia coli isolates in pigs with postweaning diarrhea or 
edema disease. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation 15:378-381.  
 
Hajishengallis G., Nawar H., Tapping R. I., Russell M.W., Connell T.D. (2004) The 
Type II heat-labile enterotoxins LT-IIa and LT-IIb and their respective B pentamers 
differentially induce and regulate cytokine production in human monocytic cells. Infect 
Immun. 72(11):6351-6358. 
 
Hammermueller J., Kruth S., Prescott J., Gyles C. (1995) Detection of toxin genes in 
Escherichia coli isolated from normal dogs and dogs with diarrhea. Can J Vet Res. 
59(4):265-270. 
 
Hampson D.J. (1994) Postweaning Escherichia coli diarrhoea in pigs. In : Escherichia 
coli in Domestic Animals and Humans. C.L. Gyles,  editor. CAB International 
Wallingford, U.K.,  p. 171-191.  
 
Handl C., Ronnberg B., Nilsson B., Olsson E., Jonsson H., Flock J. I. (1988) Enzyme-
linked immunosorbent assay for Escherichia coli heat-stable enterotoxin type II. 
Journal of Clinical Microbiology 26:1555-560.- 
 
Handl C. E., Harel J., Flock J. I., Dubreuil J. D. (1993) High yield of active STb 
enterotoxin from a fusion protein (MBP-STb) expressed in Escherichia coli. Protein 




Harnett N. M., Gyles C. L. (1985) Enterotoxin plasmids in bovine and porcine 
enterotoxigenic Escherichia coli of O groups 9, 20, 64 and 101. Can J Med. 49:79–87. 
 
Harville B. A., Dreyfus L. A. (1995) Involvement of 5-hydroxytryptamine and 
prostaglandin E2 in the intestinal secretory action of Escherichia coli heat-stable 
enterotoxin B. Infect Immun. 63:745–750. 
 
Hitotsubashi S., Fujii Y., Yamanaka H., Okamoto K. (1992) Some properties of 
purified Escherichia coli heat-stable enterotoxin II. Infect Immun. 60:4468-4474. 
 
Hitotsubashi S., Fujii Y., Okamoto K. (1994) Binding protein for Escherichia coli heat-
stable enterotoxin II in mouse intestinal membrane. FEMS Microbiol Lett. 122:297–
302. 
 
Holmes R., Jobling M. G., Connell T. (1995) Cholera toxin and related enterotoxins of 
Gram-negative bacteria. In : Moss J., Iglewski B., Vaughan M., Tu A., editors. 
Handbook of natural toxins : Bacterial toxins and virulence factors in disease. Marcel 
Dekker, New York, p.225-256. 
 
Jacks T. M., Schleim K. D., Judith F. R., Miller B. M. (1980) Cephamycin C treatment 
of induced enterotoxigenic colibacillosis (scours) in calves and piglets. Antimicrob 
Agents Chemother 18(3):397-402.  
 
Jay J. M., Loessner M. J., Golden D. A. (2005) Foodborne Gastroenteritis caused by 
Escherichia coli. In : Jay J. M., Loessner M. J., Golden D. A., editors. Modern food 
microbiology. Springer Science, New York, p.637-656. 
 
Johnson T. J., Nolan L.K. (2009) Pathogenomics of the virulence plasmids of 
Escherichia coli. Microbiol Mol Biol Rev. 73(4):750-774.  
 
Kaper J. B., Nataro J. P., Mobley H. L. (2004) Pathogenic Escherichia coli. Nat Rev 
Microbiol. 2(2):123-140.  
 
Kapust R. B., Waugh D. S. (1999) Escherichia coli maltose-binding protein is 
uncommonly effective at promoting the solubility of polypeptides to which it is fused. 
Protein Science 8:1668-1674. 
 
Kapust R. B.,  Tozsér J., Fox J. D., Anderson D. E., Cherry S., Copeland T. D., Waugh 
D. S. (2001) Tobacco etch virus protease : Mechanism of autolysis and rational design 
of stable mutants with wild-type catalytic proficiency. Protein Eng. 14:993-1000. 
 
Kawano K., Yamada T., Yagi T., Ito K. (1998) Detection of enteroaggregative 




Knecht S., Ricklin D., Eberle A. N., Ernst B. (2009) Oligohis-tags : Mechanisms of 
binding to Ni2+-NTA surfaces. J. Mol. Recognit. 22(4):270-279. 
 
Knutton S., Lloyd D. R., Candy D. C., McNeish A. S. (1985) Adhesion of 
enterotoxigenic Escherichia coli to human small intestinal enterocytes. Infect Immun. 
48(3):824-831. 
 
Kovšca Janjatović A., Lacković G., Božić F., Špoljarić D., Popović M., Valpotić H., 
Vijtiuk N., Pavičić Ž., Valpotić I. (2009) Histomorphometric characteristics of immune 
cells in small intestine of pigs perorally immunized with vaccine candidate F18ac+ 
nonenterotoxigenic E. coli strain. Eur J Histochem. 53(4):189-198. 
 
Kupersztoch Y. M., Tachias K., Moomaw C. R., Dreyfus L. A., Urban R., Slaughter C., 
Whipp S. (1990) Secretion of methanol-insoluble heat-stable enterotoxin (STb): 
energy- and secA-dependent conversion of pre-STB to an intermediate 
indistinguishable from the extracellular toxin. J Bacteriol. 172(5):2427-2432 
 
Labrie V., Beausoleil H. E., Harel J., Dubreuil J. D. (2001a) Binding to sulfatide and 
enterotoxicity of various Escherichia coli STb mutants. Microbiology 147:3141-8. 
 
Labrie V., Harel J., Dubreuil J. D. (2001b) Oligomerization of Escherichia coli 
enterotoxin b through its C-terminal hydrophobic alpha-helix. Biochim Biophys Acta. 
1535:128-133. 
 
Labrie V., Harel J., Dubreuil J. D. (2002) Escherichia coli heat-stable enterotoxin b 
(STb) in vivo internalization within rat intestinal epithelial cells. Vet Res. 33:223-228. 
 
Lawrence R. M., Huang P. T., Glick J., Oppenheim J. D., Maas W. K. (1990) 
Expression of the cloned gene for enterotoxin STb of Escherichia coli. Infection and 
Immunity 58:970-977. 
 
Le Bouguénec C., Servin A. L. (2006) Diffusely adherent Escherichia coli strains 
expressing Afa/Dr adhesins (Afa/Dr DAEC): hitherto unrecognized pathogens. FEMS 
Microbiol Lett. 256(2):185-194.  
 
Lee C. H., Moseley S. L., Moon H. W., Whipp S. C., Gyles C. L., So M. (1983) 
Characterization of the gene encoding heat-stable toxin II and preliminary molecular 
epidemiological studies of enterotoxigenic Escherichia coli heat- stable toxin II 
producers. Infect Immun. 42:264-268. 
 
Lee C. H., Hu S. T., Swiatek P. J., Moseley S. L., Allen S. D., So M. (1985) Isolation 
of a novel transposon which carries the Escherichia coli enterotoxin STII gene. J 
Bacteriol. 162:615-620. 
 
Lim J. Y., Yoon J., Hovde C. J. (2010) A brief overview of Escherichia coli O157:H7 
and its plasmid O157. J Microbiol Biotechnol. 20(1):5-14.  
	 	
	85	
Lior H. (1996) Classification of Escherichia coli. In : Gyles C. L., editor. Escherichia 
coli in domestic animals and humans. CAB International, Wallingford, p.31-72. 
 
Lortie L. A., Dubreuil J. D., Harel J. (1991) Characterization of Escherichia coli strains 
producing heat-stable enterotoxin b (STb) isolated from humans with diarrhea. J Clin 
Microbiol. 29:656–659.  
 
Mainil J., Moseley S. L., Schneider R. A., Sutch K., Casey T. A., Moon H. W. (1986). 
Hybridization of bovine Escherichia coli isolates with gene probes for four 
enterotoxins (STaP, STaH, STb, LT) and one adhesion factor (K99). Am Vet Res. 
47:1145-1148.  
 
Melkebeek V., Goddeeris B. M., Cox E. (2013) ETEC vaccination in pigs. Vet 
Immunol Immunopathol. 152(1-2):37-42.  
 
Ménard L. P., Dubreuil J. D. (2002) Enteroaggregative Escherichia coli heat-stable 
enterotoxin 1 (EAST1): a new toxin with an old twist. Crit Rev Microbiol. 28(1):43-60. 
 
Mohanty A. K., Wiener M. C. (2004) Membrane protein expression and production : 
effects of polyhistidine tag length and position. Protein Expr Purif. 33(2):311-325. 
 
Moon H. W., Baetz A. L., Giannella R. A. (1983) Immunization of swine with heat-
stable Escherichia coli enterotoxin coupled to a carrier protein does not protect 
suckling pigs against an Escherichia coli strain that produces heat-stable enterotoxin. 
Infect Immun. 39(2):990-992. 
 
Moon H. W., Schneider R. A., Moseley S. L. (1986) Comparative prevalence of four 
enterotoxin genes among Escherichia coli isolated from swine. Am J Vet Res. 47:210-
212. 
 
Moseley S. L., Hardy J. W., Hug M. I., Echeverria P., Falkow S. (1983) Isolation and 
nucleotide sequence determination of a gene encoding a heat-stable enterotoxin of 
Escherichia coli. Infect Immun. 39(3):1167-1174. 
 
Nagy B., Fekete P. Z. (1999) Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) in farm 
animals. Vet Res. 30(2-3):259-284. 
 
Nagy B., Fekete P. Z. (2005) Enterotoxigenic Escherichia coli in veterinary medicine. 
Int J Med Microbiol. 295:443-454. 
 
Nagy B., Casey T. A., Whipp S. C., Moon H. W. (1992) Susceptibility of porcine 
intestine to pilus-mediated adhesion by some isolates of piliated enterotoxigenic 




Nallamsetty S., Austin B. P., Penrose K. J., Waugh D. S. (2005) Gateway vectors for 
the production of combinatorially-tagged His6-MB fusion proteins in the cytoplasme 
and periplasm of Escherichia coli. Protein Science 14:2964-2971. 
 
Nataro J. P. (1992) Aggregative adherence fimbriae I of enteroaggregative Escherichia 
coli mediate adherence to HEp-2 cells and hemagglutination of human erythrocytes. 
Infect Immun. 60:2297–2304. 
 
Nataro J. P., Kaper J. B. (1998) Diarrheagenic Escherichia coli. Clin Microbiol Rev. 
11(1):142-201.  
 
Navarro-Garcia F., Elias W. P. (2011) Autotransporters and virulence of 
enteroaggregative E. coli. Gut Microbes 2(1):13-24.  
 
Neill M. A., Tarr P. I., Taylor D. N., Trofa A. F. (1994) Escherichia coli. In Hui Y. H., 
Gorham J. R., Murrell K. D., Cliver D.O., editors. Foodborne Disease Handbook. 
Marcel Decker, New York, p.169-213. 
 
Ngendahayo Mukisa C., Dubreuil J. D. (2013) Escherichia coli Heat-Stable Toxin b 
Impairs Intestinal Epithelial Barrier Function by Altering Tight Junction Proteins. 
Infect Immun 81(8):2819-2827. 
 
Niewerth U., Frey A., Voss T., Le Bouguénec C., Baljer G., Franke S., Schmidt M.A. 
(2001) The AIDA autotransporter system is associated with F18 and stx2e in 
Escherichia coli isolates from pigs diagnosed with edema disease and postweaning 
diarrhea. Clinical & Diagnostic Laboratory Immunology 8:143-149.  
 
Okamoto K., Fujii Y., Akashi N., Hitotsubashi S., Kurazono H., Karasawa T., Takeda 
Y. (1993) Identification and characterization of heat-stable enterotoxin II-producing 
Escherichia coli from patients with diarrhea. Microbiol Immunol. 37:411–414.  
 
Okamoto K., Baba T., Yamanaka H., Akashi N., Fujii Y. (1995) Disulfide bond 
formation and secretion of Escherichia coli heat-stable enterotoxin II. J Bacteriol. 
177(16):4579-4586. 
 
Parija S. C. (2009) Textbook of Microbiology and Immunology. Elsevier, Gurgaon, 
p.260-272. 
 
Peterson J. W., Whipp, S. C. (1995) Comparison of the mechanisms of action of 
cholera toxin and the heat-stable enterotoxins of Escherichia coli. lnfect lmmun. 
63:1452-1461.  
 
Pickett C. L.,  Twiddy E. M., Coker C., Holmes R. K. (1989) Cloning nucleotide 
sequence, and hybridization studies of the type Ilb heat-labile enterotoxin gene of 




Planson A. G., Guijarro J. I., Goldberg M. E., Chaffotte A. F. (2003) Assistance of 
maltose binding protein to the in vivo folding of the disulfide-rich C-terminal fragment 
from Plasmodium falciparum merozoite surface protein 1 in Escherichia coli. 
Biochemistry 42:13202-13211. 
 
Porath J. (1992) Immobilized metal ion affinity chromatography. Protein Expr Purif. 
3(4):263-281. 
 
Rasheed J. K., Guzmán-Verduzco L. M., Kupersztoch Y. M. (1990) Two precursors of 
the heat-stable enterotoxin of Escherichia coli: evidence of extracellular processing. 
Mol Microbiol. 4(2):265-73. 
 
Ravi M. (2007) Contribution of AIDA-I to the pathogenicity of a porcine diarrheagenic 
Escherichia coli and to intestinal colonization through biofilm formation in pigs. Vet 
Microbiol. 120:308–319. 
 
Reid S. D., Herbelin C. J., Bumbaugh A. C., Selander R. K., Whittam T. S. (2000) 
Parallel evolution of virulence in pathogenic Escherichia coli. Nature 406:64–67  
 
Riley L. W., Remis R. S., Helgerson S. D., McGee H. B., Wells J. G., Davis B. R., 
Hebert R. J., Olcott E. S., Johnson L. M., Hargrett N. T., Blake P. A., Cohen M. L. 
(1983) Hemorrhagic colitis associated with a rare Escherichia coli serotype. Engl J 
Med. 308:681–685. 
 
Rose R., Whipp S. C., Moon H. W. (1987) Effects of Escherichia coli heat-stable 
enterotoxin b on small intestinal villi in pigs, rabbits, and lambs. Vet Pathol. 24:71–79.  
 
Roseman M., Jencks W. P. (1975) Interactions of urea and other polar compounds in 
water. J Am Chem Soc. 97:631-640. 
 
Rousset E., Harel J., Dubreuil J. D. (1998a) Binding characteristics of Escherichia coli 
enterotoxin b (STb) to the pig jejunum and partial characterization of the molecule 
involved. Microb Pathog. 24:277–288. 
 
Rousset E., Harel J., Dubreuil J. D. (1998b) Sulfatide from the pig jejunum brush 
border epithelial cell surface is involved in binding of Escherichia coli enterotoxin b. 
Infect Immun. 66(12):5650-5658. 
 
Ruan X., Crupper S. S., Schultz B. D., Robertson D. C., Zhang W. (2012) Escherichia 
coli expressing EAST1 toxin did not cause an increase of cAMP or cGMP levels in 
cells, and no diarrhea in 5-day old gnotobiotic pigs. PLoS One 7(8):e43203. 
 
Sansonetti P. J. (1992) Molecular and cellular biology of Shigella flexneri invasiveness: 




Sato T., Shimonishi Y. (2004) Structural features of Escherichia coli heat-stable 
enterotoxin that activates membrane-associated guanylyl cyclase. J Pept Res. 63(3): 
200–206. 
 
Savarino S. J., Fasano A., Watson J., Martin B. M., Levine M. M., Guandalini S., 
Guerry P. (1993) Enteroaggregative Escherichia coli heat-stable enterotoxin 1 
represents another sub- family of E. coli heat-stable toxin. Proc Natl Acad Sci USA. 
90:3093–3097. 
 
Schmitt J., Hess H., Stunnenberg H. G. (1993) Affinity purification of histidine-tagged 
proteins. Mol Biol Rep. 18(3):223-230. 
 
Sears C. L., Kaper J. B. (1996) Enteric bacterial toxins: mechanisms of action and 
linkage to intestinal secretion. Microbiol Rev. 60(1):167-215. 
 
Simi S., Pelosi-Teixeira E., Yamada A. T., Joazeiro P. P., Catani C. F., Yano T. (2002) 
Hemagglutinating factor (HAF) associated with adhesiveness in enteroinvasive 
Escherichia coli (EIEC). Microbiol Immunol. 46(6):359-363.  
 
Smith H. W., Halls S. (1967) Observations by the ligated intestinal segment and oral 
inoculation methods on Escherichia coli infections in pigs, calves, lambs and rabbits. J 
Pathol Bacteriol. 93(2):499-529.  
 
Smith J. L., Fratamico P. M. (2005) Diarrhea-inducing Escherichia coli. In : Fratamico 
P. M., Bhunia A. K., Smith J. L., editors. Foodborne pathogens : Microbiology and 
molecular biology. Caister Academic Press, Wymondham, p.357-374. 
 
Sousa C. P., Dubreuil J. D. (2006). Escherichia coli heat–stable toxin 1 (EAST1) as a 
shuttle molecule between Escherichia coli pathotypes, Salmonella spp. and Klebsiella 
pneumoniae. Current Trends in Microbiology 2:21-29. 
 
Spandau D. F., Lee C. H. (1987) Determination of the promoter strength of the gene 
encoding Escherichia coli heat-stable enterotoxin II. Journal of Bacteriology 
169(4):1740-1744. 
 
Stevens R.C. (2000) Design of high-throughput screening of soluble recombinant 
proteins. Protein Science 8:R77-R185. 
 
Sukumar M., Rizo J., Wall M., Dreyfus L. A., Kupersztoch Y. M., Gierasch L. M. 
(1995) The structure of Escherichia coli heat-stable enterotoxin b by nuclear magnetic 
resonance and circular dichroism. Protein Sci. 4(9):1718-1729. 
 
Syed H. C., Dubreuil J. D. (2012) Escherichia coli STb toxin induces apoptosis in 




Taillon C., Nadeau E., Mourez M., Dubreuil J. D. (2008) Heterogeneity of Escherichia 
coli STb enterotoxin isolated from diseased pigs. J Med Microbiol. 57:887-890. 
 
Taillon C., Hancock M. A., Mourez M., Dubreuil J. D. (2012) Biochemical and 
biological characterization of Escherichia coli STb His12 to Asn variant. Toxicon 
59:300-305. 
 
Taylor D. J. (1999) Postweaning enteritis. In : Pig diseases. Taylor D. J., editor. 7th 
edition, Farming Press Books and Videos, U.K., p.143-144. 
 
Telmer P. G., Shilton B. H. (2003) Insights into the conformational equilibria of 
maltose-binding protein by analysis of high affinity mutants. J. Biol. Chem. 
278(36):34555-34567. 
 
Teneberg S., Hirst T. R., Ångström J., Karlsson K. A. (1994) Comparison of the 
glycolipid-binding specificities of cholera toxin and porcine Escherichia coli heat-
labile enterotoxin: identification of a receptor-active non-ganglioside glycolipid for the 
heat-labile toxin in infant rabbit small intestine. Glycoconjugate J. 11:533–540. 
 
Tran Van Nhieu G., Bourdet-Sicard R., Dumenil G., Blocker A., Sansonetti P. J. (2000) 
Bacterial signals and cell responses during Shigella entry into epithelial cells. Cell 
Microbiol. 2:187–193. 
 
Tubbs R. C., Hurd H.S., Dargatz D., Hill G. (1993) Preweaning morbidity and 
mortality in the United States swine herd. Swine Health and Production 1(1):21-28.  
 
Tucker J., Grisshammer R. (1996) Purification of a rat neurotensin receptor expressed 
in Escherichia coli. Biochem J. 317:891-899. 
 
Urban R. G., Dreyfus L. A., Whipp S. C. (1990a) Construction of a bifunctional 
Escherichia coli heat-stable enterotoxin (STb)-alkaline phosphatase fusion protein. 
Infection and Immunity 58:3645-3652. 
 
Urban R. G., Pipper E. M., Dreyfus L. A., Whipp S. C. (1990b) High-level production 
of Escherichia coli STb heat-stable enterotoxin and quantification by a direct enzyme-
linked immunosorbent assay. Journal of Clinical Microbiology 28:2383-2388. 
 
Veilleux S., Dubreuil J. D. (2006) Presence of Escherichia coli carrying the EAST1 
toxin gene in farm animals. Vet Res. 37(1):3–13. 
 
Waugh D. S. (2005) Making the most of affinity tags. Trends Biotechnol. 23:316-320. 
 
Whipp S. C. (1987a) Protease degradation of Escherichia coli heat-stable, mouse-




Whipp S. C. (1991) Intestinal responses to enterotoxigenic Escherichia coli heat-stable 
toxin b in non-porcine species. Am J Vet Res 52:734-737. 
 
Whipp S. C., Moseley S. L., Moon H. W. (1986) Microscopic alterations in jejunal 
epithelium of 3-week-old pigs induced by pig-specific, mouse-negative, heat-stable 
Escherichia coli enterotoxin. Am J Vet Res. 47(3):615-618. 
 
Whipp S. C., Kokue E., Morgan R. W., Rose R., Moon H. W. (1987b). Functional 
significance of histologic alterations induced by Escherichia coli pig-specific, mouse-
negative, heat-stable enterotoxin (STb). Vet Res Commun. 11:41-55.  
 
Yamamoto T., Echeverria P. (1996) Detection of the enteroaggregative Escherichia 
coli heat-stable enterotoxin 1 gene sequences in enterotoxigenic E. coli strains 
pathogenic for humans. Infect Immun. 64(4):1441-1445.  
 
Yamamoto T., Nakazawa M. (1997) Detection and sequences of the enteroaggregative 
Escherichia coli heat-stable enterotoxin 1 gene in enterotoxigenic E. coli strains 
isolated from piglets and calves with diarrhea. J Clin Microbiol. 35(1):223-227.  
 
Yamamoto T., Nakazawa T., Miyata T., Kaji A., Yokota T. (1984) Evolution and 
structure of two ADP-ribosylation enterotoxins, Escherichia coli heat-labile toxin and 
cholera toxin. FEBS Lett. 169(2):241-246.  
 
Yamanaka H., Kameyama M., Baba T., Fujii Y., Okamoto K. (1994) Maturation 
pathway of Escherichia coli heat-stable enterotoxin I: requirement of DsbA for 
disulfide bond formation. J Bacteriol. 176(10):2906-2913. 
 
Yamanaka H., Tadokoro S., Miyano M., Takahashi E., Kobayashi H., Okamoto K. 
(2007) Studies on the region involved in the transport activity of Escherichia coli TolC 
by chimeric protein analysis. Microb Pathog. 42:184-192. 
 
Yamanaka H., Kobayashi H., Takahashi E., Okamoto K. (2008) MacAB is involved in 
the secretion of Escherichia coli heat-stable enterotoxin II. J Bacteriol. 190:7693-7698. 
 
You J., Xu Y., He M., McAllister T. A., Thacker P. A., Li X., Wang T., Jin L. (2011) 
Protection of mice against enterotoxigenic E. coli by immunization with a polyvalent 
enterotoxin comprising a combination of LTB, STa, and STb. Appl Microbiol 
Biotechnol. 89(6):1885-1893. 
 
Zanello G., Berri M., Dupont J., Sizaret P. Y., D'Inca R., Salmon H., Meurens F. 
(2011) Saccharomyces cerevisiae modulates immune gene expressions and inhibits 
ETEC-mediated ERK1/2 and p38 signaling pathways in intestinal epithelial cells. PLoS 




Zhang W., Francis D. H. (2010) Genetic fusions of heat-labile toxoid (LT) and heat-
stable toxin b (STb) of porcine enterotoxigenic Escherichia coli elicit protective anti-
LT and anti-STb antibodies. Clin Vaccine Immunol. 17(8):1223-1231. 
 
Zhang W., Berberov E. M., Freeling J., He D., Moxley R. A., Francis D. H. (2006) 
Significance of heat-stable and heat-labile enterotoxins in porcine colibacillosis in an 
additive model for pathogenicity studies. Infect Immun. 74(6):3107-3114. 
 
Zhang W., Zhao M., Ruesch L., Omot A., Francis D. (2007) Prevalence of virulence 
genes in Escherichia coli strains recently isolated from young pigs with diarrhea in the 
US. Vet Microbiol. 123:145-152. 
 
Zhang W., Zhang C., Francis D. H., Knudsen D., Fang Y., Nataro J. P., Robertson D. 
C. (2010) Genetic fusions of LTAB and STa toxoids of porcine enterotoxigenic 
Escherichia coli (ETEC) elicited neutralizing anti-LT and anti-STa antibodies. Infect 
Immun. 78:316-325. 
 
Zou Q., Bennion B. J., Daggett V., Murphy K. P. (2002) The molecular mechanism of 
stabilization of proteins by TMAO and its ability to counteract the effects of urea. J Am 
Chem Soc. 124(7):1192-1202. 
 
 
  
	 	
	92	
 
